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Zusammenfassung
Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des BMBF1 geförderten Verbundprojektes
BioSAM2 erstellt. Ganzzellsensoren sind potentielle Kandidaten für den Einsatz in der Um-
welttechnik zur Detektion von Schwermetallen, organischen Lösungsmitteln oder Xenobio-
tika. Ebenso können mit ihrer Hilfe andauernde Prozesse, wie z. B. in der Biogasentwick-
lung, überwacht werden. Eine Möglichkeit der Signalentstehung ist die analytabhängige
Expression eines Proteins (Primärsignal) durch eine Sensorzelle. Das Primärsignal wird ent-
sprechend der Art des Proteins ausgelesen. Klassische Methoden sind Fluoreszenzanalytik,
Enzymassays oder immunchemische Verfahren. Auf Grund unterschiedlicher Nachteile dieser
Verfahren wurde die Entwicklung einer neuartigen Auslesemöglichkeit angestrebt, welche in
Bezug auf zeitliche sowie technische Anforderungen kostengünstig ist. Die Funktionsweise
sollte auch in harscher Umgebung sichergestellt sein.
Eine Lösung, die den gestellten Anforderungen in vollem Umfang gerecht wird, ist
die Photometrie. Mit einfachstem Aufbau ist die Bestimmung der optischen Dichte einer
Lösung oder Zellsuspension durchführbar. Hefezellen von Saccharomyces (S.) cerevisiae
besitzen mindestens zwei intrinsische Eigenschaften, welche optische Eigenschaften einer
Zellsuspension beeinflussen.
S. cerevisiae-Zellen ändern in Abhängigkeit eines spezifischen Pheromons ihre Morpho-
logie, was als partielles Längenwachstum (”shmoo“-Effekt) charakterisiert werden kann.
Diese Veränderung impliziert eine messbar höhere Streuung von Licht und damit eine
Erhöhung der optischen Dichte der Zellsuspension bei konstanter Zellzahl. Zur Evaluati-
on dieser Auslesemethode wurde das Gen für das α-Faktor-Pheromon unter die Kontrolle
von analytinduzierbaren Promotoren kloniert. Zunächst wurde die Morphologieänderung mi-
kroskopisch analysiert. Es konnten Unterschiede zwischen induzierten und nicht-induzierten
Kulturen festgestellt werden. Diese waren jedoch auf einem Niveau, das keine quantitativen
Aussagen über den Analyten mittels Photometrie zuließ. Alternativ dazu sollte auf Grund-
lage von mikroskopischen Abbildungen die Morphologie automatisiert quantifiziert werden.
Diese Methode erwies sich jedoch in Bezug auf ihre qualitative Aussagekraft als stark
fehlerbehaftet. Dass die Morphologieänderung als alternative Auslesemöglichkeite genutzt
werden kann, wurde prinzipiell bestätigt. Allerdings wurde die Methode ohne zusätzliche
Modifikationen als nicht praktikabel eingestuft.
Eine weitere Möglichkeit ist die gezielte Aggregation von Hefezellen (Flokkulation). Die
erhöhte Sedimentation von flokkulierten Hefen gegenüber einzelnen Zellen resultiert in einer
unterschiedlichen optischen Dichte entsprechender Suspensionen. Zellwand-durchspannende
Proteine wie Flo1p interagieren in Abhängigkeit von Kalziumionen mit bestimmten Zucker-
resten der Zellwand benachbarter Hefen und bilden so die zu Grunde liegende interzelluläre
Verbindung. Für die Einstellung von Assay-spezifischen Parametern sollte FLO1 unter die
Kontrolle eines konstitutiven Promotors kloniert werden. Alternativ wurde die Expression
des Transkriptionsaktivators von FLO1, FLO8, verfolgt. Die Methode ist insofern attraktiv,
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als dass das authentische FLO8 -Gen durch eine in-frame Mutation, welche zur Bildung eines
Stopp-Codons führt, von den hier verwendeten Hefen nur dysfunktional translatiert werden
kann. Somit sind beobachtete Flokkulationen einzig auf die Expression des rekonstituier-
ten FLO8 -Reportergens zurückzuführen. FLO8 wurde zunächst unter die Kontrolle eines
konstitutiven Promotors kloniert. Entsprechend transformierte Hefekulturen waren durch
makroskopisch sichtbare multizelluläre Aggregate gekennzeichnet. In weiterführenden Ver-
suchen wurde die Ionenabhängigkeit der Flokkulation untersucht und als spezifisch für Ca2+
charakterisiert. Darauf aufbauend wurde ein experimentelles Setup entwickelt, mit dem der
zeitliche Verlauf der Bildung multizellulärer Aggregate aufgezeichnet werden konnte. Mit
diesem konnten sämtliche, für ein automatisiertes Messverfahren notwendigen Parameter
eingestellt werden. Abschließend wurde FLO8 unter Kontrolle von induzierbaren Promo-
toren kloniert. Bei allen getesteten Varianten war jedoch die Basalexpression von FLO8
für eine Flokkulation ausreichend, wie sie schon bei konstitutiver Expression beobachtet
wurde. Im derzeitigen Entwicklungsstand ist die Methode nicht für den Einsatz in Hefe-
Ganzzellsensoren geeignet. Mit leichten Veränderungen des genetischen Hintergrundes der
verwendeten Hefen dürfte diese Auslesemöglichkeit allerdings erfolgreich Anwendung fin-
den. In jedem Fall besticht sie durch den kostengünstigen experimentellen Aufbau. Aus
wirtschaftlicher Sicht ist die entsprechende Weiterentwicklung vielversprechend.
Als dritte Variante wurde die analytabhängige Anlagerung von stark lichtabsorbierenden
Goldnanopartikeln (AuNP) an die Zellwand von Sensorhefen untersucht. Durch gezielte Ex-
pression und extrazelluläre Verankerung goldbindender Peptide mittels yeast surface display
(YSD) sollen AuNP aus einer Lösung entfernt werden, was wiederum die optische Eigen-
schaften dieser Lösung verändert. Ein Fusionsprotein des YSD besteht aus den drei Protein-
domänen Sekretionssignal, Effektor- und Ankerprotein. Jeder der Bausteine hat Einfluss auf
die Effektivität des YSD. Daher wurde ein modulares System entwickelt, innerhalb dessen
der Austausch einzelner Domänen zeit- und kostensparend durchgeführt werden konnte. In
diesem Zusammenhang wurde die Eignung verschiedener Sekretionssignale und Ankerpro-
teine evaluiert, in Übereinstimmung zur Literatur aber auch die Schwierigkeit von korrekten
Vorhersagen über deren Funktionalität festgestellt. Dementsprechend wurden Hefezellen
mit einem Plasmid transformiert, welches ein willkürlich zusammengestelltes Fusionsgen
aus dem Sekretionssignal des α-Faktor-Pheromons, einem goldbindenden Peptid sowie ei-
nem Agglutinin als Ankerprotein unter konstitutivem Expressionsniveau enthält. An diesen
genmodifizierten Zellen sowie an Hefen des Wildtyps, wurde die Anlagerung von AuNP
gemessen. Die unspezifische Adsorption konnte durch Präinkubation der Hefen bzw. der
AuNP mit Rinderserumalbumin weitestgehend minimiert werden. Sukzessive wurden weite-
re Parameter für den Assay zur gezielten Anlagerung der Nanopartikel (tapAs) hinsichtlich
eines minimalen Material- sowie Zeitaufwands optimiert. Final wurde der proof-of-principle
mit Diclofenac (DCF) als Modellanalyt eindrucksvoll bestätigt. Durch Klonierung des bis-
her verwendeten Fusiongens unter Kontrolle des ausführlich in der Literatur beschriebenen,
DCF-sensitiven PDR5 Promotors konnte sowohl die notwendige Inkubationsdauer der Sen-
sorhefen in DCF als auch das Detektionslimit im Vergleich zu veröffentlichten Daten um
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je eine Größenordnung verringert werden. Grundlagen für eine weitere Vergrößerung des
Nachweisbereiches wurden im Rahmen dieser Arbeit geschaffen. Der tapAs besticht in
erster Linie durch den kostengünstigen experimentellen Aufbau. Zusätzlich und im Gegen-
satz zur Fluoreszenz oder Biolumineszenz ist die Unabhängigkeit des Systems gegenüber
der Verfügbarkeit Sauerstoff hervorzuheben. Damit ist der tapAs potentiell in mikrofluiden
Endgeräten implementierbar, in denen es leicht zu anoxischen Bedingungen kommen kann.
Ein hypothetischer Aufbau wurde vorgestellt.
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass aus dieser Arbeit eine neuartige Ausle-
semöglichkeit für Hefe-Ganzzellsensoren hervorgeht, welche schon in der jetzigen Ent-
wicklungsphase die vergleichbaren veröffentlichten Verfahren in puncto Geschwindigkeit
und Detektionslimit deutlich unterschreitet.
viii Inhaltsverzeichnis
Inhaltsverzeichnis
Zusammenfassung v
1 Einleitung 1
1.1 Saccharomyces cerevisiae als sensorisches System 1
1.1.1 Detektion anorganischer Ionen in S. cerevisiae 3
1.1.2 Detektion von Xenobiotika: die pleiotropic drug response 6
1.1.3 Peptide als Analyt: die Pheromonantwort von S. cerevisiae 7
1.2 Etablierte Auslesemethoden für Ganzzellsensoren 8
1.2.1 Optische Methoden 8
1.2.2 Elektrochemische Methoden 11
1.2.3 Immunchemische Methoden 11
1.2.4 Vor- und Nachteile etablierter Auslesemethoden 12
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1.3.2 Interzelluläre Aggregation 15
1.3.3 Anlagerung von Goldnanopartikeln mittels Yeast Surface Display 17
1.4 Zielstellung 20
2 Material und Methoden 23
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Selbstständigkeitserklärung lix
Einleitung 1
1 Einleitung
Durch Bevölkerungswachstum und paralleler Industrialisierung gelangen vermehrt Um-
weltschadstoffe wie Schwermetalle oder polyzyklische Kohlenwasserstoffverbindungen in die
Umwelt [1]. Deren Auswirkungen auf Flora und Fauna sind je nach Chemie der Stoffe
harmlos oder aber von toxischer und/oder mutagener Natur [2–5]. In der Umwelttechnik
sind spezifische und sensitive Nachweisverfahren notwendig, um entsprechende Schadstof-
fe detektieren zu können. Während für die Messung der Verunreinigung der Atmosphäre
hauptsächlich optische Verfahren Anwendung finden [6], werden für die Überprüfung der
Kontamination der Geosphäre häufig chemisch-analytische Methoden wie Massenspektro-
metrie und Chromatografie verwendet [7, 8]. Diese Nachweisverfahren setzen einen hohen
Grad der Technisierung sowie zur deren Bedienung extra geschultes Personal voraus. Daher
ist deren Einsatz in der Vor-Ort Analytik nur bedingt möglich [9,10]. Ein Merkmal von Lebe-
wesen ist ihre Fähigkeit (und Notwendigkeit) auf den status quo ihrer Umwelt sowie deren
Veränderung zu reagieren [11]. Besonders für Mikroorganismen ist die Analyse ihrer un-
mittelbaren Umgebung essentiell. Nur durch die erfolgreiche Detektion von bioverfügbaren
Nährstoffen aber auch zytotoxischen Molekülen können sie sich an die vorherrschenden Be-
dingungen anpassen, um ihr Überleben zu sichern [12–17]. In vergangenen Jahren wurden
diese Fähigkeiten zunehmend genutzt, um darauf aufbauend Ganzzellsensoren auf der Basis
von Pro- und Eukaryoten für die Umweltanalytik zu entwickeln [18–24]. Dabei wurde der
Hefe Saccharomyces (S.) cerevisiae große Beachtung geschenkt: Sie besitzt die Vorteile
mikrobieller Organismen: schnelles Wachstum, einfache und kostengünstige Handhabung,
sie ist genetisch gut charakterisiert sowie leicht modifizierbar und durch ihre Zellwand ge-
genüber physikalischen Umweltstress äußerst widerstandsfähig. Die Hefe stellt somit eine
ideale Plattform für Biosensoren dar [25–27]. Als Eukaryot besitzt die Hefe Signalwege
und Wirkmechanismen, die eine hohe Homologie zu höheren Lebewesen besitzen; der Or-
ganismus ist in diesem Zusammenhang gerade für Aspekte der Bioverfügbarkeit und der
Risikobewertung von Xenobiotika interessant [2, 28, 29].
1.1 Saccharomyces cerevisiae als sensorisches System
Mikroorganismen besitzen Mechanismen zur Informationsaufnahme sowie -verarbeitung
und antworten schlussendlich mit einer adäquaten Reaktion [13–15]. Diese dynamischen
Prozesse müssen im Zusammenhang mit energetischen und metabolischen Kosten effizient
reguliert werden. Neben der Analyse von physikalischen Parametern ist die genaue Abbildung
der bioverfügbaren Stoffe ihrer Umgebung, d. h. deren spezifische und sensitive Detektion,
essentiell ( vgl. auch Abschnitt 1.1.1 und 1.1.2) [16, 30]. Im Weiteren wird speziell auf die
Hefe S. cerevisiae als sensorisches System mit Auswirkung auf die Genexpression eingegan-
gen.
Gelöste Stoffe gelangen über prinzipiell drei Möglichkeiten in das Innere einer Zelle: Diffusi-
on durch die Zellmembran, erleichterter oder aktiver Transport via Transmembranproteine
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(Transporter). Bifunktionale Transportproteine sind dabei auch unabhängig vom eigentli-
chen Transfer der Stoffe an deren Detektion beteiligt [12, 15, 31]: durch Interaktion mit
ihrem Substrat kommt es zur Autophosphorylierung intrazellulärer Domänen und der damit
induzierten Rekrutierung von Proteinkinasen [32, 33]. In den meisten Fällen werden nach-
folgend über Phosphorylierungskaskaden Transkriptionsfaktoren und damit die Expression
notwendiger Gene für eine zielgerichtete Reaktion reguliert [13,34–36]. Neben dieser Signal-
transduktion können die gelösten Stoffe auch direkt an zugehörige Transkriptionsfaktoren
binden. Die dadurch initiierte Konformationsänderung erlaubt die Anlagerung an regulato-
rische Elemente der DNA und die Expression nachfolgender Gene wird induziert [37–39]. In
beiden Fällen resultiert die Anwesenheit des Analyten in einer Veränderung der Interaktion
Transkriptionsfaktor-Promotor und damit der Genexpression. Dieses Grundprinzip der Gen-
regulation, ”lights-on“, wird auch am häufigsten für Ganzzellsensoren verwendet und soll
auch in der vorliegenden Arbeit genutzt werden (Abb. 1.1) [22–24, 40, 41].
ReportergenPromotor
Ganzzellsensor
Reporterprotein
Expression
Analyt
a)
b)
Abbildung 1.1: Funktionsprinzip eines Ganzzellsensors mit induzierbarem Reportergen. a) Mem-
brangängige Analyten interagieren mit spezifischen Transkriptionsfaktoren. Durch das Binden des Komplex-
es an spezifische Promotoren werden essentielle Proteine für die Transkription rekrutiert und das Reporter-
gen exprimiert. b) Der Analyt interagiert mit zugehörigem Transmembranproteinen und aktiviert dadurch
eine Signalkaskade, welche mit der Bindung von Transkriptionsfaktoren an die entsprechenden Promotoren
endet. Als finales Resultat wird das Reporterprotein synthetisiert und durch einen geeigneten Transducer
ausgelesen. Nach [20, 21, 24, 38, 41]
Zu Beginn der Entwicklung von Hefe-Ganzzellsensoren wurden authentische Signaltransduk-
tionen (vgl. Abschnitt 1.1.1) zur Detektion unterschiedlichster Analyten genutzt. Hefen wur-
den z. B. als Sensoren für Nähr- und Spurenstoffe wie Glukose [42], Ammonium und Phos-
phat [43] oder Kupfer [44] modifiziert. Auf Grund des deutlichen Kostenvorteils von Ganz-
zellsensoren gegenüber etablierten analytischen Methoden wurden auch zunehmend Hefen
für Umweltanalysen entwickelt [45]. Hierbei können zytotoxische Effekte durch verringerte
Expression eines konstitutiv generierten Signals (”lights-off “) verfolgt werden [46, 47]. Im
”lights-on“ Modus werden hefeeigene Systeme wie die pleiotropic drug response (vgl. Ab-
schnitt 1.1.2) für die Detektion von Xenobiotika genutzt [48]. Durch die Expression von
heterologen G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR), welche funktional mit der hefe-
eigenen Signalkaskade des Pheromonrezeptors (vgl. Abschnitt 1.1.3) verbunden wurden,
konnte das Spektrum an Analyten erweitert werden [21, 49, 50].
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Als Antwort auf den Analyten werden Enzyme, fluoreszierende Proteine oder immun-
chemisch detektierbare Proteine exprimiert [2,51,52]. Dementsprechend steht eine Vielzahl
an Auslesemöglichkeiten (vgl. Abschnitt 1.2) zur Verfügung. In den folgenden Abschnit-
ten werden die intrinsischen Fähigkeiten der Hefe S. cerevisiae in Bezug auf die Detektion
von anorganischen Ionen, Xenobiotika und Peptiden erläutert. Der Fokus wird in diesem
Abschnitt auf Signalwege gelegt, welche für das Verständnis dieser Arbeit, insbesondere
in Bezug auf die verwendeten Promotoren, von Bedeutung sind. Anschließend werden eta-
blierte Auslesemöglichkeiten für Hefe-Ganzzellsensoren mit Hinblick auf die Vor-Ort Analytik
erläutert.
1.1.1 Detektion anorganischer Ionen in S. cerevisiae: zentrale Mechanismen
der Stickstoff- und Phosphathomöostase
In der vorliegenden Arbeit wurden für die Evaluation der Morphologieänderung
Ammonium- und Phosphationen als Modellanalyten genutzt. Zentrale Aspekte deren
Homöostase im Zusammenhang mit den verwendeten Promotoren werden im Folgenden
vorgestellt.
Stickstoffquelle
Zelluläre Prozesse wie Energiehaushalt, ”soziales Verhalten“
1 und Zellzyklus werden
durch die Verfügbarkeit von organischen Nährstoffen und anorganischen Spurenelemen-
ten gesteuert [15, 53–55]. Stickstoff ist für Lebewesen ein essentieller Bestandteil von
zellulären Bausteinen wie beispielsweise Amino- und Nukleinsäuren sowie Sphingolipiden.
Bevorzugte Stickstoffquellen sind jene, welche mit geringstem Energieaufwand metaboli-
siert werden können, darunter Ammonium, Glutamat und Glutamin [56]. Durch Trans-
port von Ammonium via Mep1p/2p/3p bzw. freier Aminosäuren via relativ unspezifischer
Aminosäuretransporter stehen extra- und intrazelluläre Konzentrationen im proportionalen
Verhältnis [57,58]. Die Aufnahme von Ammonium bzw. Aminosäuren wird sowohl auf tran-
skriptionaler als auch post-transkriptionaler Ebene reguliert. Intrazellulär wird freies Am-
monium durch die Glutamat-Dehydrogenase an α-Ketoglutarat bzw. durch die Glutamin-
Synthetase an Glutamat gebunden. Sowohl Glutamat als auch Glutamin sind Stickstofflie-
feranten für biosynthetische Prozesse [56,59–61]. α-Ketoglutarat impliziert die Verbindung
zum Zitratzyklus und damit auch zu dem Energiehaushalt der Hefe. Die Anpassung an die
vorliegende Stickstoffquelle wird über den hier detaillierter beschriebenen nitrogen catabolite
repression (NCR) Signalweg bzw. als Teil des retrograden Signalweg des Mitochondriums
(RTG) koordiniert [34, 62]. Bei Vorhandensein von bevorzugten Stickstoffquellen werden
Gene, welche für die Metabolisierung energetisch ungünstiger Stickstoffquellen benötigt
werden (z. B. relativ unspezifische Permeasen für Aminosäuren wie Agp1p oder Gap1p), re-
primiert [12,63]. Durch diese relativ einfache Genregulation sind die jeweiligen Promotoren
dieser Proteine für sensorische Anwendungen interessant; der Promotor von AGP1 wurde
in dieser Arbeit verwendet.
1Interzelluläre Verbindungen wie z. B. Aggregation oder Paarung
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Abbildung 1.2: Regulation des intrazellulären Ammonium- und Phosphatgehaltes in S. cere-
visiae. A) Durch Anwesenheit energetisch und metabolisch günstiger Stickstoffquellen ist der Pro-
teinbiosyntheseapparat in seiner Aktivität nicht limitiert. Durch Anlagerung von aa-tRNA an TOR1
bleibt der Tap42-Sit4 Phosphatasekomplex inaktiv an TOR1 assoziiert und die Hyperphosphorylierung
des NCR-Transkriptionsfaktors Gln3p aufrechterhalten. Die Expression von NCR-Genen bleibt reprimiert.
B) Bei Stickstoffmangel wird die Konzentration von aa-tRNAs im Zytosol sowohl durch Proteinbiosyn-
these als auch Translokation in den Nukleus verringert. Die Inhibition von TOR1-Kinaseaktivität sinkt
und der Phosphatasekomplex Tap42-Sit4 kann Gln3p dephosphorylieren. Damit dissoziiert Ure2p und die
Gln3p-abhängige Expression der NCR Gene wird induziert. C) Extrazelluläres anorganisches Phosphat (Pi)
wird mittels Pho87p und Pho90p in das Zytosol überführt. Hier werden die Ionen zur Synthese von ATP ge-
nutzt, überschüssiges Pi wird durch den VTC in die Vakuole transloziert und hier zu Polyphosphat (polyP)
kondensiert. Der zytosolische Transkriptionsfaktor Pho4p wird durch Cyclin-abhängige Kinaseaktivität von
Pho85p hyperphosphoryliert und somit deaktiviert. D) Als Konsequenz von Phosphatmangel wird im Zyto-
sol Inositolheptakisphosphat (IP7) gebildet. Durch Interaktion mit dem CdK-Inhibitor Pho81p wird dessen
Konformation geändert, welche in Inhibition der Pho85p Kinaseaktivität resultiert, wodurch die Phopsho-
rylierung von Pho4p ausbleibt. Partiell oder vollständig dephosphoryliertes Pho4p wird durch Pse1p in den
Nukleus transportiert und induziert hier die Expression der PHO-Gene. Als Konsequenz werden hochaffine
Phosphattransporter wie Pho84p exprimiert. Nach [34]
Sofern keine anderen Einschränkungen bezüglich anderer Nährstoffe vorliegen, ist die
Wachstumsrate von S. cerevisiae in Anwesenheit leicht metabolisierbarer Stickstoff-
quellen am höchsten [56]: das impliziert eine ungehinderte Proteinbiosynthese, also
auch das überschüssige Vorhandensein von Aminoacyl-tRNAs (aa-tRNA) im Zytosol.
Aminoacyl-tRNAs inhibieren nachweislich die Kinaseaktivität des target of rapamycin
(TOR)1 Komplexes [64]. Damit wird die Assoziation des Tap42-Sit4 Komplex mit TOR1
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an der zytosolischen Seite der Vakuolenmembran aufrechterhalten, wodurch die Aktivität
des Sit4-Phosphatasekomplexes inhibiert wird [65, 66]. Die Hyperphosphorylierung des
zentralen Transkriptionsfaktors der NCR, Gln3p, und die damit ermöglichte Assoziation
von Ure2p behält den status quo bei. Das Heterodimer Gln3p-Ure2p verbleibt damit inaktiv
im Zytosol (vgl. Bild A in Abbildung 1.2) [66, 67].
Ist eine ungünstige Stickstoffquelle der limitierende Grund für reduziertes Wachstum, ist
auch der pool an Nukleinsäuren und weitergehend an aa-tRNAs im Zytosol verringert,
bzw. werden sogar aa-tRNAs aktiv in den Zellkern transportiert [68, 69]. Damit sinkt die
entsprechende Inhibierung der TOR1 Kinaseaktivität und der Tap42-Sit4 Komplex kann
dissoziieren. Final wird durch dessen katalysierte Dephosphorylierung von Gln3p die Dis-
soziation von Ure2p ermöglicht [66]. Der freie Transkriptionsfaktor kann in den Nukleus
transloziert und die Expression von NCR-Genen induziert werden (vgl. Bild B in Abbildung
1.2). Dazu gehören weitere Transkriptionsfaktoren sowie Permeasen für extrazelluläre Ami-
nosäuren wie Gap1p oder Agp1p [63, 70]. Parallel zu diesem sensorischen System ist die
Zelle durch den membranständigen Ssy1p/Ptr3p/Ssy5p-Sensor in der Lage, extrazelluläre
Aminosäuren zu erfassen [12]. Unter Stickstofflimitation wird über diesen Signalweg eben-
falls die Expression entsprechender Permeasen wie Agp1p oder Gap1p induziert [70].
Der AGP1 -Promotor wurde in dieser Arbeit für die Evaluation der Morphologieänderung
in Abhängigkeit von Ammonium verwendet.
Phosphatquelle
Neben Stickstoff ist Phosphat einer der wichtigsten anorganischen Bausteine einer Zelle
und kondensiert als anorganisches Phosphat, katalysiert durch die ATP-Synthase, mit ADP
zu dem universellen Phosphatlieferanten und Energiequelle ATP [71, 72]. Vom ATP wird
anorganisches Phosphat (Pi) auf weitere Nukleotide, Lipide oder Proteine (hierbei insbeson-
dere für die Regulation von Proteinaktivitäten, vgl. Abschnitt ”Stickstoffquelle“) übertragen
[72]. Durch diese vielseitige und entsprechend zentrale Rolle wirkt sich Phosphatmangel u. a.
inhibierend auf den Zellzyklus aus [73]. Sofern extrazelluläres Phosphat im Überschuss vor-
handen ist, wird es mittels der Transporter Pho87p und Pho90p in das Zytosol transloziert
(vgl. Bild C in Abbildung 1.2) [74]. Von hier aus wird anorganisches Phosphat hauptsächlich
durch den vacuolar transporter chaperone complex (VTC) in die Vakuole transportiert und
von der Vtc4p Untereinheit zu anorganischem Polyphosphat (polyP) kondensiert [75]. Im
Zytosol ist der Komplex aus Cyclin und Cyclin-abhängiger Kinase (Pho80p-Pho85p) an
dem übergeordneten (inaktiven) cyclin-dependent kinase (CdK)-Inhibitor Pho81p assozi-
iert [76, 77]. Ist genügend Phosphat (und ATP) vorhanden, so kann durch die Kinaseakti-
vität von Pho85p neben dem für den Zellzyklus notwendigen Cyclin Cln3p auch der für den
Phosphatmetabolismus zentrale Transkriptionsfaktor Pho4p (hyper)phosphoryliert werden.
Während Cln3p dadurch aktiviert wird, verbleibt der Pho4p-Pool inaktiv im Zytosol [34,76].
Die Interaktion von Pho4p mit entsprechenden Promotoren ist jedoch kein on-off Zustand,
sondern vielmehr ein Gleichgewicht mit fließenden Übergängen, der zusätzlich durch epige-
netische Vorgänge beeinflusst wird [78, 79]. Letztlich wird aber in Anwesenheit von Pi der
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status quo des Phosphatmetabolismus beibehalten.
Bei Phosphatmangel wird die intrazelluläre Konzentration von Inositolheptakisphosphat
(IP7) durch die IP6-Kinasen Kcs1p und Vip1p erhöht, IP7 selbst hat Einfluss auf diver-
se zelluläre Funktionen [80]. Unter anderem interagiert IP7 mit der ’Syg1p, Pho81p, hXpr1’
(SPX)-Domäne von Pho81p, was in Konformationsänderung von Pho81p und Inhibition
der Kinaseaktivität von Pho85p resultiert [81, 82]. Damit verringert sich sukzessive der
Phosphorylierungsgrad von Pho4p; sobald Ser152 dephosphoryliert ist, kann Pho4p mit dem
nukleären Importer Pse1p interagieren (vgl. Bild D in Abbildung 1.2) [72, 79]. Im Zellkern
bindet Pho4p als Monomer oder kooperativ mit Pho2p an entsprechende regulatorische
Regionen der DNA [83]. Es werden Gene exprimiert, welche eine Mobilisierung von Phos-
phat bewirken: intrazellulär wird polyP hydrolysiert und über Pho91p aus der Vakuole
transportiert [72, 84], es werden hochaffine Phosphattransporter Pho84p und Pho89p ex-
primiert [85] und saure Phosphaten wie Pho3p, Pho5p und Pho11p sezerniert, um auch
extrazelluläre Phosphatquellen besser nutzen zu können [76,86]. Der Promotor von PHO11
wurde parallel zu AGP1 im Assay zur gezielten (hier durch Phosphatmangel induzierten)
Morphologieänderung der Hefe S. cerevisiae verwendet.
1.1.2 Detektion von Xenobiotika: die pleiotropic drug response
Im der vorliegenden Arbeit wurde im proof-of-principle für den entwickelten AuNP-
Assay Diclofenac als Modellanalyt verwendet. Daher soll im Folgenden auch auf Signalwege
eingegangen werden, die durch Xenobiotika dieser Art hochreguliert werden.
Neben der Homöostase des Nährstoffzustandes ist auch das Erkennen von zytotoxischen
Stoffen für das Überleben einer Zelle essentiell. Xenobiotika wie Diclofenac (DCF) haben
toxische Auswirkungen auf Zellen: durch Interaktion von DCF mit Cox9p (Untereinheit
der Cytochrom c Oxidase der Atmungskette) sowie der Ubiquinol-Cytochrom c Reduktase
Rip1p werden vermehrt reaktive Sauerstoffspezies generiert [87]. Durch diesen Mechanis-
mus sind Konzentrationen von DCF ab dem mittleren μM-Bereich wachstumshemmend bis
letal [87, 88]. Hefen sind in der Lage, sich gegen toxische Stoffe zu wehren. Dieser Prozess
ist als pleiotropic drug response (PDR) charakterisiert [89]. Auch durch DCF wird die PDR
induziert [88]. Der Mechanismus ist noch nicht endgültig geklärt. Konformationsänderungen
der im Nukleus lokalisierten Transkriptionsfaktoren Pdr1p und Pdr3p mit Erhöhung der Af-
finität zu PDR-responsive elements (PRE) innerhalb entsprechender Promotoren könnten
eine Rolle spielen [89]. Dies scheint jedoch nicht zwingend notwendig zu sein, da zumin-
dest die Interaktionsfähigkeit von Pdr1p mit der DNA unabhängig von den Xenobiotika
Benomyl und dem strukturell verschiedenen Fluphenazin besteht. Eine Basalexpression von
Transportern der ATP-binding cassette (ABC) Familie für den Export von Xenobiotika
scheint demnach aufrechterhalten zu werden [90]. Die genannten Transkriptionsfaktoren
sind ferner über ihre N-terminalen Domänen in der Lage, Homo- sowie Heterodimere zu
bilden. Möglicherweise kann dadurch und im Zusammenhang mit der Architektur der PDR-
Promotoren und darauf angeordneten PREs eine weitere Einstellmöglichkeit für die zelluläre
PDR hervorgehen [48, 91, 92]. Durch die Anlagerung von Pdr1p und/oder Pdr3p werden
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u. a. notwendige Proteine für einen effektiven Efflux der Xenobiotika exprimiert: ABC Trans-
porter, u.a. Snq2p und Pdr5p, binden Xenobiotika rel. unabhängig von ihrer Struktur und
schleusen diese unter Energieverbrauch mittels switch-Mechanismus aus der Zelle [93–95].
Die Promotoren dieser Proteine sind in Bezug auf biosensorische Anwendungen für die
Detektion von Xenobiotika von besondere Interesse, der PDR5 -Promotor wurde in dieser
Arbeit verwendet [48, 88]
1.1.3 Peptide als Analyt: die Pheromonantwort von S. cerevisiae
Hefen verändern in Abhängigkeit von Sexualhormonen ihre Morphologie. Dieser Effekt
soll im Zusammenhang mit Hefe-Ganzzellsensoren als Auslesemöglichkeit evaluiert werden.
Zentrale Signalwege und daran beteiligte Proteine werden im folgenden Absatz vorgestellt.
Neben kleineren anorganischen Molekülen, Nährstoffen und Xenobiotika ist die Hefe S. ce-
revisiae auch zur Detektion kleinerer Peptide in der Lage. Zumindest zwei Peptide haben
auf den Lebenszyklus der Hefe einen eminenten Einfluss: die beiden Paarungshormone (Phe-
romone) a- und α-Faktor [96].
S. cerevisiae kann in zwei verschiedenen Entwicklungsstadien existieren: als haploide Zelle
(hier mit entgegengesetzte Paarungstypen a oder α) mit vegetativem Wachstum sowie
als diploide Zygote mit dem Potenzial für sowohl mitotischer als auch meiotischer Zelltei-
lung [97,98]. Die Paarungstypen unterscheiden sich durch paarungstypspezifische Expression
der Allele MATa und MATα. Diese kodieren Transkriptionsfaktoren, welche wiederum die
Expression paarungstypspezifischer Gene regulieren. Dazu gehören u. a. die Peptidhormo-
ne, der GPCR für die Perception des jeweils anderen Pheromons (STE2 in a-Zellen für
α-Faktor und STE3 in α-Zellen für a-Faktor) und Agglutinine AGA1, AGA2 (a-Zellen)
sowie AGα1 (α-Zellen) zur sexuellen Aggregation von Hefen [99–102]. Durch Interaktion
des Pheromons mit dem zugehörigem GPCR wird dessen Konformation geändert [103].
Damit einhergehend wird das trimere G-Protein (Gαβγ) verstärkt rekrutiert und die kryp-
tische Funktion eines guanine exchange factor (GEF) an der C-terminalen, zytosolischen
Domäne des GPCR aktiviert (vgl. auch Abbildung 1.3) [104,105]. Durch Bindung von GTP
an die Gα-Untereinheit Gpa1p dissoziiert der trimere Komplex und das funktionale, mem-
brangebundene Dimer Gβγ (Ste4p und Ste18p) aktiviert im weiteren downstream-signalling
die mitogen-associated protein kinase (MAPK) Kaskade [106]: Zunächst wird durch Inter-
aktion von Ste4p mit dem N-Terminus des scaffold -Proteins Ste5p dieses zum Zellkortex
rekrutiert [107]. Parallel dazu assoziiert die Proteinkinase Ste20p an diesem Komplex und
initiiert durch Phosphorylierung von Ste11p die MAPK-Kaskade [108, 109] mit weiterem
downstream-signalling über die Kinasen Ste7p, Fus3p und Kss1p, welche alle an Ste5p as-
soziiert sind [105, 110]. Final kommt es zur Phosphorylierung des zentralen Transkriptions-
faktors Ste12p mit Auswirkungen auf die Genexpression [111, 112]. Der hier beschriebene
Vorgang stellt nur den zentralsten Aspekt der Signaltransduktion dar. Global betrachtet
sind über 700 Phosphorylierungsstellen in Proteinen betroffen und Expressionsmuster von
mehr als 200 Genen werden verändert [96, 113]. Der Umfang der Genexpression ist dabei
auch von der Pheromonkonzentration abhängig [114]. Essentiell sind neben dem zentralen
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MAPK-Signalweg auch die durch die Expression von Fig1p (eine Ca2+ Permease) initialisier-
te Signalwege [115]. Ein weiterer wichtiger Aspekt der Pheromonantwort ist die Erhöhung
der Basalexpression und Sekretion der Endopeptidase Bar1p in a-Zellen, welche das Phe-
romon α-Faktor hydrolysiert [116–118]. Dies ist vor allem zur Orientierung der Hefe zum
proximalen Paarungspartner essentiell [119].
Ein wichtiger Aspekt der Pheromonantwort ist auch die damit einhergehende Änderung
der Morphologie, nach einer Figur des Künstlers Al Capp als ”shmoo“-Effekt bezeich-
net [120, 121]: Ste4p kann ebenfalls mit Far1p interagieren. Durch diese Wechselwirkung
wird der GEF Cdc24p rekrutiert und aktiviert die im remodelling des Zytoskeletts zentrale
GTPase Cdc42p (weitere Details vgl. auch Abschnitt 1.3.1 und Abbildung 1.3) [122–124].
1.2 Etablierte Auslesemethoden für Ganzzellsensoren
S. cerevisiae ist für die Verwendung als Biosensor prädestiniert. Verschiedenste Ana-
lyten werden von der Hefe wahrgenommen und eine adäquate Reaktion erfolgt umgehend
(vgl. Abschnitt 1.1.1, 1.1.2 und 1.1.3). Neben authentischen Promotoren kann durch den
Einsatz (funktionaler) heterologer Promotoren sowie dem Promotor-engineering sowohl ei-
ne Erweiterung des Substratspektrums als auch der Spezifität oder der Sensitivität erreicht
werden [48, 125–127]. Technisch lässt sich die analytinduzierte Expression der zelleigenen
Proteine nur schwer auswerten. Um die Zelle dennoch als Sensor nutzen zu können, wer-
den hinter die entsprechenden Promotoren Reportergene kloniert [22,23,128]. So werden in
Abhängigkeit des Analyten Proteine exprimiert, die mit optischen, elektrischen oder immun-
chemischen Verfahren ausgelesen werden können [2, 52, 129]. Eine zusätzliche Möglichkeit
für die Erweiterung des Analytspektrums ist der Einsatz von heterologen GPCRs. Diese
werden funktional an die Pheromonsignalkaskade gekoppelt und resultieren im downstream-
signalling in entsprechender (Reporter-) Genexpression [50,130,131]. Im Folgenden werden
bereits etablierte Systeme zur Signalauslesung und deren Eigenschaften dargestellt.
1.2.1 Optische Methoden: Farbänderung, Fluoreszenz und Luminsezenz
Enzymatisch katalysierter Farbumschlag: β-Galaktosidase Assay
Der β-Galaktosidase Assay wurde erstmals 1972 als Auslesemöglichkeit für die Analyse
der Genexpression beschrieben und findet seitdem in Bakterien, Hefen und höheren Euka-
ryoten Verwendung. Dafür wird das Gen der β-Galaktosidase aus Escherichia coli (lacZ ) als
Reporter hinter analytregulierbaren Promotoren kloniert [132–136]. Für den Farbumschlag
werden die Substrate 6-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galaktopyranosid (XGal), bzw. des-
sen Derivate, sowie O-Nitrophenyl-β-D-Galaktopyranosid (ONPG) verwendet. Durch die
β-Galaktosidase erfolgt letztendlich die katalysierte Hydrolyse des Substrates unter Frei-
setzung eines Farbstoffes. XGal diffundiert zwar durch die Zellmembran, kann aber auf
Grund weiterer Oxidation nicht für quantitative Aussagen genutzt werden. ONPG ist dem-
gegenüber zwar nicht membrangängig, dafür aber für Quantifizierungen geeignet [137]. Die
Permeabilisierung bzw. die vollständige Lyse der Zellen ist bei entsprechenden Versuchen
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strikt notwendig und dieses Verfahren somit nur für Endpunktmessungen einsetzbar [138].
Eine Weiterentwicklung ist in diesem Zusammenhang die Sekretion der β-Galaktosidase,
allerdings wurden zum Zeitpunkt der Arbeit noch keine diesbezüglichen biosensorischen
Anwendungen beschrieben [139, 140]. Eine weitere Möglichkeit wäre die Verwendung und
Sekretion der α-Galaktosidase, welche entsprechende Substrate mit α-glykosidischer Bin-
dung spalten kann [127].
Ein Vorteil von Farbumschlägen ist deren Messung mittels kostengünstigem Photometer.
Neben der Freisetzung eines Chromophors sind auch chemische Verbindungen beschrie-
ben, die nach katalytischer Spaltung in Lumineszenz [141] oder Fluoreszenz [142] resultie-
ren. Deren Sensitivität ist zwar gegenüber der des Farbumschlags erhöht, impliziert jedoch
zusätzliche Risiken und wirtschaftliche Nachteile (vgl. nachfolgende Abschnitte).
Fluoreszierende Proteine
Die Entdeckung von fluoreszierenden Proteinen in der Qualle Aequorea victoria war
ein Meilenstein für die Zellbiologie [143–146]. Durch deren Verwendung in entsprechenden
Fusionsproteinen konnten Transportprozesse, subzelluläre Lokalisation sowie die Expression
zelleigener Proteine verfolgt werden [145, 147, 148]. Die Entwicklung mannigfaltiger Varia-
tionen des Chromophors sowie dessen chemischer Umgebung erweiterte das Farbspektrum,
sodass auch parallel mehrere Zielproteine beobachtet werden können [149, 150]. Der große
Vorteil dieser biolabel ist deren hohe Stabilität sowie die Unabhängigkeit der Fluoreszenz
von Substraten [144,151]. Lediglich für die Bildung des Chromophors wird molekularer Sau-
erstoff benötigt [151]. Für biosensorische Applikationen können fluoreszierende Proteine auf
verschiedene Arten genutzt werden. Die häufigste Variante ist die analytinduzierte Expressi-
on des Reportergens [22,42]. Dem gegenüber steht im ”lights-off “ Modus die Möglichkeit,
die Proteinbiosynthese in Folge der Anwesenheit des Analyten zu reprimieren [2, 152, 153].
Diese Methode wird auf Grund der hohen Stabilität fluoreszierender Proteine häufig mit
einer genetischen Modifikation angewendet, die eine Proteolyse begünstigt [153]. Generell
ist die Expression und Faltung (und damit Aktivität) fluoreszierender Proteine für S. cerevi-
siae unproblematisch. Kritisch ist jedoch die Neigung zur Hyperglykosylierung von Proteinen
sowie fehlerhafter Transport von Fusionsproteinen, welche im sekretorischen pathway post-
translational prozessiert werden (vgl. auch Abschnitt 1.3.3) [154, 155]. Die Reifung des
Proteins, insbesondere die initiale Oxidierung des zyklischen Intermediats aus Gly67 und
Ser65 durch molekularen Sauerstoff als zeitlimitierender Schritt, wirkt sich zusätzlich ne-
gativ auf die Ansprechzeit des Biosensors aus [23, 151]. Die Stabilität der Proteine ist im
Zusammenhang mit einem real-time monitoring, d. h. auch dem Messen von dynamischen
Signalen, als nachteilig zu betrachten.
Daher wird neben der analytabhängigen Veränderung des Proteinlevels auch die analytbe-
dingte Interaktion von Proteinen zur Signalgenerierung genutzt. Grundlage sind konstitutiv
exprimierte Fusionsproteine aus zelleigenen Proteinen mit A) zwei Hälften eines fluores-
zierenden Proteins (protein complementation assay, PCA), B) zwei fluoreszierender Pro-
teine mit überlappendem Emissions- und Absorptionsspektrum (Förster resonance energy
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transfer, FRET) oder C) einem biolumineszierenden Proteins und einem fluoreszierenden
Protein (bioluminescent resonance energy transfer, BRET) [23]. Bei Interaktion der so
markierten zelleigenen Proteine kommt es demnach bei A) und C) zur Emission eines di-
stinkten Fluoreszenzsignals, bei B) u.a. durch Stokes’ shift hervorgerufene Verschiebung
von λmax des emittierten Lichtes, welche mit photometrischen Techniken analysiert werden
können [149, 156–160]. Die schnelle Ansprechzeit eines solchen Sensors ist vorteilhaft zu
bewerten [23, 158]. Das auf diesem Weg entstandene Signal muss jedoch kritisch disku-
tiert werden. Neben intrinsischen Problemen der FRET-Technologie (vgl. [149], S. 1136)
können auch durch die netzwerkartigen Signalwege einer Zelle nicht-analytbedingte Inter-
aktionen zu einer Signalgebung führen [23, 149]. Auch ist die Funktionalität, insbesondere
die authentische Interaktionsfähigkeit, der Fusionsproteine zu hinterfragen. Ebenso muss
die Autofluoreszenz berücksichtigt werden. Daher sind bei diesen Sensortypen eine Reihe
von Kontrollen eminent [23, 158, 161].
Wirtschaftlich ist in Bezug auf die Notwendigkeit optisch anspruchsvoller Bauteile die
Stückzahl eines fluoreszenzbasierten Biosensors kritisch zu betrachten (M. Schröder, Institut
für Umweltanalytik, pers. Kommunikation). Eine kostengünstige Alternative ist dagegen die
Erzeugung von Licht durch Luciferasen, welche mittels Photomultiplyer oder charge-coupled
device (CCD)-Kameras gemessen werden kann (vgl. nachfolgender Abschnitt) [161].
Biolumineszenz
Biolumineszenz ist ein phylogenetisch weit verbreitetes System mit diversen biologischen
Zwecken [161, 162]. Die intensive wissenschaftliche Beschreibung begann parallel mit der
Entdeckung des grün fluoreszierenden Proteins (GFP) in Aequorea victoria [143]. Enzyma-
tisch wird Biolumineszenz über Luciferaseaktivität erzeugt [163, 164]: Luciferasen besitzen
generell eine Oxidaseaktivität: ein Substrat (i. d. R. als Luziferin bezeichnet) wird durch
das Enzym an bestimmter Stelle deprotoniert und durch molekularen Sauerstoff zu einem
Peroxid-Intermediat oxidiert [165, 166]. Die hohe Reaktivität des Peroxides mit intramole-
kularen nukleo- als auch elektrophilen Part resultiert in der Spaltung des Peroxides unter
Bildung eines Radikals und eines Hydroxyls bzw. zwei Radikalen [164]. Durch Reaktion der
Radikale entstehen zwei neutral geladene Moleküle, von denen sich eines im angeregten
Zustand befindet und unter Abgabe von Energie (hier Licht) relaxiert [167]. Inzwischen
sind Techniken auch im Miniaturmaßstab etabliert, mit denen Licht bis auf Einzelphoto-
nebene detektiert werden kann [168]. Durch diese sensitive Detektion ist die Biolumines-
zenz eine attraktive Auslesemöglichkeit für Ganzzellsensoren. S. cerevisiae ist authentisch
nicht zur Synthese der Luciferase und des Luziferins fähig. Daher wird i. d. R. die kom-
plette luxCDABE Kassette aus biolumineszenten Bakterien wie Photorhabdus luminescens
kloniert [161,169]: je nach Zweck des Sensors entweder hinter einem konstitutiven Promo-
tor im ”lights-off “ Modus bzw. unter Kontrolle eines induzierbaren Promotors [23,47]. Wie
auch bei fluoreszierenden Proteinen sind für Luciferasen split-Varianten beschrieben, die erst
bei der Komplementierung in Folge von Protein-Protein Interaktionen aktiv werden [170].
Vorteilhaft dieser Auslesemethode gegenüber der Fluoreszenz ist die höhere Sensitivität
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der Biolumineszenz durch katalytische Signalamplifikation sowie die schnellere Ansprech-
zeit, insbesondere bei split-Varianten [171, 172]. Darüber hinaus ist die Verwendung op-
tischer Filter redundant. Enzymatisch bedingte Nachteile dieser Auslesemethode sind die
Abhängigkeit der Luciferase von entsprechenden Substraten und Sauerstoff bzw. der damit
verbundenen Erzeugung von Sauerstoffradikalen. Ersterer kann zwar durch die Klonierung
notwendiger Gene umgangen werden, dennoch schränkt die Notwendigkeit von Sauerstoff
den Einsatzbereich dieser Ganzzellsensoren auf eine oxische Umgebung ein [23, 173].
Generelle Nachteile der optischen Auslesemethoden ist die Tatsache, dass S. cerevi-
siae selbst Licht absorbiert und streut. Dementsprechend wird das entstehende Signal im-
mer abgeschwächt oder verfälscht werden; das Arbeiten mit geringen Zellzahlen für die
Richtigkeit der Ergebnisse ist zu beachten [174].
1.2.2 Elektrochemische Methoden
Elektrochemische Biosensoren wurden bereits 1962 von Clark et al. beschrieben und
sind als enzymbasierende Biosensoren immer noch weit verbreitet [175–177]. Die Detektion
des Substratumsatzes kann hierbei direkt oder indirekt über die Messung von beteiligten
Co-Substraten oder benötigten Co-Faktoren erfolgen [129].
Scott et al. entwickelten einen bakteriellen Biosensor, der mittels analytinduzierter
Expression von β-Galaktosidase das Substrat p-Aminophenyl-β-Galaktopyranosid um-
setzt. p-Aminophenol wird entsprechend amperometrisch bestimmt [178, 179]. Bei Hefe-
Ganzzellsensoren ist die Verwendung von elektrochemischen Nachweisverfahren stark
begrenzt und erfolgt auf indirektem Weg über die Messung des Sauerstoffverbrau-
ches oder über Veränderungen des Redoxpotentials [18, 29]. Daher werden solche
Sensoren hauptsächlich für metabolische (und damit auch zytotoxische) Analysen ge-
nutzt [51, 180–182]. In Kombination der Glukoseoxidase mit dem yeast surface display
(YSD, vgl. 1.3.3) und Kohlenstoffnanoröhren als leitende Elemente konnten Wang et
al. erstmals auch die Oxidation von Glukose im extrazellulärem Milieu zur Detektion des
Zuckers nutzen [183]. Sofern notwendige Enzyme im ”lights-off “ Modus eingesetzt werden,
haben elektrochemische Methoden ähnlich wie die Biolumineszenz den großen Vorteil der
kurzen Ansprechzeit sowie einer hohen Sensitivität [18, 29, 182, 183]. Allerdings sind die
Messungen in Bezug auf mögliche Nebenreaktionen bzw. analytunabhängige Einflüsse auf
das Redoxpotential als problematisch einzuschätzen [18].
1.2.3 Immunchemische Methoden
Eine relativ neuartige Auslesemethode ist die immunchemische Detektion des Phe-
romons α-Faktor. Analytabhängig wird α-Faktor synthetisiert und sezerniert. Mittels
Hydrophobin-basiertem enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) erfolgt die Detektion
des Pheromons und somit indirekt die Konzentration des Analyten [52]. Vorteilhaft bei
diesem System ist die interne Signalamplifikation durch Verwendung des authentischen
MFα1, aus dem vier Kopien des α-Faktor synthetisiert werden [184]. Zusätzlich konnten
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α-Faktor-Konzentrationen über sechs Größenordnungen im linearen Bereich nachgewie-
sen werden [185]. Als nachteilig sind die Herstellung der benötigten Oberflächen für den
ELISA, die Dauer der Durchführung des Immunassays an sich sowie die Abhängigkeit von
(kostenintensiven) Antikörpern einzustufen.
1.2.4 Vor- und Nachteile etablierter Auslesemethoden
Zusammenfassend werden in Tabelle 1.1 Vor- und Nachteile etablierter Auslesemetho-
den für Hefe-Ganzzellsensoren dargestellt. Genereller Vorteil etablierter Auslesemethoden,
die auf Genexpression im ”lights-on“ beruhen, ist die hohe Spezifität, welche durch den Pro-
motor gegeben ist, bzw. durch Promotor-engineering weiter erhöht werden kann [48, 126].
Kritisch ist die relativ lange Ansprechzeit des Biosensors zu beurteilen (vgl. [48] und [52]).
Schwierigkeiten mit der Expression heterologer Reporterproteine sowie die Notwendigkeit
kostenintensiver optischer Technik oder unverhältnismäßig hohem experimentellen Aufwand
zur Durchführung entsprechender Nachweismethoden sind Gründe, die für die Entwicklung
neuartiger Auslesemethoden sprechen.
Tabelle 1.1: Zusammenfassung der Eigenschaften etablierter Auslesemethoden für Hefe-
Ganzzellsensoren. Wichtigste Vor- und Nachteile etablierter Auslesemöglichkeiten für Hefe-
Ganzzellsensoren, welche auf Genexpression basieren, sind nachfolgend aufgelistet. Nach [18, 23, 149, 161]
Methode Vorteile Nachteile
Farbänderung q technisch einfach und kos-
tengünstig zu realisierenq Permeabilisierung der Zelle
ermöglicht schnellen Nach-
weis
q Substrat notwendigq nur Endpunktmessungen
möglich
Fluoreszenz q Stabilität (im ”lights-on“Modus) q Dauer der Reifungq Sauerstoff zur Chromophor-
bildung notwendigq preisintensive optische Filter
notwendigq Stabilität (im ”lights-off“Modus)q Autofluoreszenz der Hefe
Biolumineszenz q erhöhte Sensitivität durch
enzymatisch bedingte Sig-
nalamplifikationq kostengünstige Messung
möglich
q oxische Umgebung essentiell
Fortsetzung siehe nachfolgende Seite
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Methode Vorteile Nachteile
elektrochemische
Verfahren
q kurze Ansprechzeit q nur indirekte Messungen
möglichq besonders anfällig für Arte-
faktmessungenq z. T. externe Zugabe von
Substraten notwendig
immunchemische
Verfahren
q hohe Sensitivitätq breiter Nachweisbereichq Wiederverwendbarkeit der
Oberflächen für den ELISA
q zeitaufwendiger immun-
chemischer Nachweis
notwendigq Abhängigkeit von An-
tikörpern und damit
einhergehenden Schwierig-
keitenq Zeit- und kostenintensi-
ve Herstellung der Ober-
flächen
1.3 Alternative Auslesemöglichkeiten für Hefe-Ganzzellsensoren
Wie in Abschnitt 1.2 dargestellt, sind verschiedenste Auslesemethoden für Ganzzellsen-
soren beschrieben und können entsprechend ihrer Charakteristika in der für sie am besten
geeigneten Anwendung eingesetzt werden. Ein Hefe-Ganzzellsensor, der auch unter harschen
Umweltbedingungen (z. B. anoxische Umgebung) robust funktioniert und ohne großen ex-
perimentellen Aufwand mit einfachsten Techniken ausgelesen werden kann, wurde in der
Literatur bisher noch nicht beschrieben.
Ferner muss hervorgehoben werden, dass nur mit Biosensoren im ”lights-off “ Modus bzw.
bei Komplementierungsassays nahezu real-time monitoring erreicht werden kann. Sobald
analytinduzierte Genexpression der zu Grunde liegende Prozess für die Generierung ei-
nes Signals ist, wird immer nur eine zeitverzögerte Signalantwort messbar sein [29]. Eine
zusätzliche Verzögerung kann bei der Expression von heterologen Proteinen entstehen (vgl.
Abschnitt 1.3.3). Alternativ zu den oben beschriebenen Auslesemöglichkeiten könnten da-
her hefeeigene Phänomene genutzt werden. In Bezug auf die Sensorik wurde bereits von
Kuroda et al. die Aggregation von Hefen als Signal für die Detektion von Kupferionen
genutzt [44]. Dieser Prozess lässt sich durch Messung der optischen Dichte unproblema-
tisch verfolgen. Die Anwendung und Implementierung dieser Methode in ein automatisiertes
Messverfahren soll in der vorliegenden Arbeit angestrebt werden. Die Messung der optischen
Dichte wird sowohl für die Charakterisierung der Absorption als auch der Streuung von Licht
durch eine Suspension verwendet. Hierdurch kann auch die Zellmorphologie analysiert wer-
den [186, 187]. Das partielle Längenwachstum als Teil der Pheromonantwort soll daher als
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weitere Auslesemöglichkeit untersucht werden. Als dritte Alternative soll die gezielte Anla-
gerung von stark lichtabsorbierenden Partikeln getestet werden. Entsprechende Grundlagen
werden neben denen der Morphologieänderung sowie der Flokkulation in den folgenden
Abschnitten dargestellt.
1.3.1 Morphologieänderung
Die Pheromonantwort von Hefen ist ein detailliert charakterisierter Prozess, der eine
Veränderung der Genexpression als auch Morphologie impliziert (vgl. Abschnitt 1.1.3 und
Abbildung 1.3).
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Abbildung 1.3: Morphologieänderung der Hefe infolge der Pheromonantwort. Durch Interaktion
von Pheromon und Rezeptor (Ste2p oder Ste3p) wird die Dissoziation des Dimers Gβγ (Ste4p-Ste18p)
von Gpa1p induziert. An exponierte Bindestellen von Ste4p werden weitere Adapter- und Aktivatorproteine
wie Ste5p und Far1p rekrutiert. Final wird zu diesem Komplex die GTPase Cdc42p rekrutiert und durch
Cdc24p aktiviert. Die Protein-A Kinase Ste20p wird ebenfalls von Ste4p-Ste5p rekrutiert und aktiviert den
MAPK Signalweg. Letztlich wird der zentrale Transkriptionsfaktor Ste12p phosphoryliert und in den Zellkern
transloziert. Zusammenfassend wird sowohl die Genexpression als auch das Zytoskelett der Zelle drastisch
verändert. Licht wird durch den ”shmoo“-Effekt verstärkt absorbiert, aber auch gestreut. Nach [96, 106]
Infolge der Erkennung der Pheromonquelle wird in S. cerevisiae ein polares remodelling
des Zytoskeletts induziert, was als ”shmoo“-Effekt beschrieben ist [121, 123, 188, 189].
Infolge der Interaktion des Pheromons mit zugehörigen Rezeptor dissoziiert das trimere
G-Protein und Ste4p-Ste18p kann mit dem scaffold -Protein Ste5p interagieren. Durch Re-
krutierung und Aktivierung der Proteinkinase Ste20p wird im downstream signalling die
MAPK-Kaskade induziert (Abschnitt 1.1.3). Durch stark eingeschränkte Diffusion von mem-
brangebundenem Ste18p-Ste4p (vgl. hohe Beweglichkeit der zytosolischen MAPK-Kaskade
Proteine und die um drei Größenordnungen geringere, nahezu inhibierte Mobilität mem-
brangebundener Proteine [190, 191]) werden Gerüst- und Adapterproteine wie Ste5p und
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Kinasen wie Ste20p in Nähe des aktivierten Rezeptors, d. h. in Richtung Pheromonquel-
le, rekrutiert [112]. Ste4p besitzt zusätzliche Bindungsdomänen zur Interaktion mit Far1p.
Ste5p und Ste20p können Bindungen mit dem Adapterprotein Bem1p sowie Cdc42p ein-
gehen [192, 193]. An die C-terminale Proteinbindungsdomäne PB1 vom Bem1p kann der
für Cdc42p essentielle GEF Cdc24p (katalysiert den Austausch von GDP mit GTP und
aktiviert somit die GTPase) als Heterodimer mit Far1p binden [124, 194]. Dabei ist Far1p
mit Cdc24p in Abwesenheit des Pheromons im Nukleus lokalisiert und wird erst bei dessen
Anwesenheit durch den Transporter Msn5p in das Zytosol exportiert [195]. Bem1p realisiert
darüber hinaus mittels src-homology -(SH)3 Domäne die Rekrutierung von Cdc42p [194].
Somit werden durch Bem1p sowohl die zentrale GTPase für den Umbau des Zytoskeletts
(Cdc42p) als auch deren Aktivator Cdc24p in der Nähe des aktivierten Rezeptors konzen-
triert [195]. Durch die beschriebenen Wechselwirkungen erfolgt final die Polymerisation von
Aktinmonomeren zu Aktinfasern. Begleitet von massivem Umbau der Zellwand kommt es
zum partiellen Längenwachstum der Hefe, dem ”shmoo“-Effekt [112,124,196]. Schlussend-
lich wachsen Hefen entgegengesetzten Paarungstypes aufeinander zu und fusionieren an
ihren ”shmoo“-tips (Plasmogamie), worauf die Karyogamie erfolgen kann [112]. Inwiefern
die damit verbundene verstärkte Absorption und Streuung von Licht für einen Biosensor
nützlich sein kann, soll in dieser Arbeit evaluiert werden.
1.3.2 Interzelluläre Aggregation
Ein weiteres Phänomen mit Auswirkung auf die optische Dichte ist die asexuelle
Aggregation von Hefen (Flokkulation) [197]. Biologisch betrachtet, erhöht die Bildung
von Flokken die Überlebensrate der inneren Zellen bei harschen Umweltbedingungen oder
Nährstoffmangel. Zusätzlich und insbesondere in Suspension können sich die Zellaggre-
gate durch veränderte Dichte durch Aufsteigen oder Sedimentieren passiv vom Ort des
Umweltstresses entfernen [198, 199]. Technisch wird dieser Prozess u. a. beim Bierbrauen
ausgenutzt, wobei ab bestimmten Konzentrationen von Ethanol oder Fuselalkoholen die
Flokkulation induziert wird und die Biomasse leichter vom Produkt abgetrennt werden
kann [17, 200]. Für diese zellulären Interaktionen sind zellwanddurchspannende Proteine
der FLO Familie, vor allem Flo1p, essentiell [201–203]. Deren Expression wird auf epige-
netischer Ebene durch den Tup1p-Ssn6p Co-Repressor Komplex reprimiert bzw. durch den
Swi-Snf Komplex ermöglicht [204, 205]. Der akzeptierte Mechanismus der Tup1p-Ssn6p
Repression impliziert durch verschiedenste Signalwege modulierbare Rekrutierungsproteine,
in diesem Fall Sfl1p [206–208]. Dadurch wird der Tup1p-Ssn6p Komplex in den Bereich
des Zielgens dirigiert und bindet an deacetylierte Residuen der Histone. Damit bleibt die
Stabilität des Chromatins konserviert, die DNA kondensiert und die Transkription inhi-
biert [206, 209]. Eine Deaktivierung der rekrutierenden Proteine durch Phosporylierung
oder Bindung anderer Aktivatoren führt zur Reduktion der Interaktion des Repressor-
komplexes mit dem Chromatin [204]. Damit ist zumindest physisch die Transkription
ermöglicht [209, 210]. Antagonistisch dazu ist das remodelling des Chromatins auch
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durch den Swi-Snf Komplex für die Genexpression von FLO1 essentiell: durch die Hete-
rodimerisierung des Transkriptionsaktivators Flo8p mit Mss11p und Interaktion mit dem
Swi-Snf-Komplex ist dieser funktional [211–213]. Durch entsprechende Aktivität werden
Nukleosome upstream von dem FLO1 -Genlokus verschoben und dieser exponiert [205].
FLO1 -mRNA wird posttranslational durch die N-terminale Signalsequenz weiter über den
sekretorischen pathway prozessiert und das Protein im endoplasmatischen Retikulum mit
einem Glykosyl-Phosphatidylinositol Anker versehen [201, 214]. Nach Sekretion erfolgt
die kovalente Verknüpfung von Flo1p mittels Phosphodiesterbindung zwischen Serin- und
Threoninresten und der β-1,6 Glycosyluntereinheit des β-1,3 Glucan in der Zellwand [215].
Diese Bereiche sind in neun repetitiven Domänen organisiert, was molekularbiologische
Arbeiten erschwert [203, 216]. Der N-Terminus des Proteins ragt dabei aus der Zellwand
hinaus und bildet Ca2+-abhängige, Lektin-ähnliche Bindungsdomänen [217]. Diese binden
spezifisch Mannosereste benachbarter Zellwände und ermöglichen so die Verknüpfung zwei-
er oder mehrerer Zellen (vgl. Abbildung 1.4) [218]. Jedoch ist erst die Summe einer hohen
Anzahl der relativ schwachen Bindungen für eine stabile Interaktion hinreichend [219].
Durch die Adhäsion von bis zu fünf Hefezellen an einer Weiteren erfolgt die Bildung
multizellulärer Aggregationen, welche makroskopisch wahrnehmbar sind [217].
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Abbildung 1.4: Regulation der Flokkulation in S. cerevisiae. Durch Umweltstress kann die Expression
von FLO8 induziert werden. FLO1 ist unter stressfreien Bedingungen im Heterochromatin lokalisiert, die-
ser Zustand wird durch Tup1p-Ssn6p-Sfl1p konserviert. Durch Interaktion von Flo8p mit Mss1p und dem
Swi-Snf-Aktivator Komplex wird der Repressorkomplex verdrängt. Das Nucleosom wird upstream von FLO1
verschoben und so die Genexpression ermöglicht. Flo1p wird durch N-terminale Signalsequenz über den
sekretorischen pathway prozessiert und final sezerniert. Durch Bindung von Ca2+wird die Konformation
der N-terminalen, Lektin-ähnlichen Domäne geändert und Mannosereste benachbarter Zellwände können
gebunden werden. Bei fehlerhafter Prozessierung des Signalpeptids, ungenügender Faltung im endoplas-
matischen Retikulum (ER) oder fehlerhafter Sortierung im trans-Golginetzwerk (TGN) können Proteine
des sekretorischen pathway in die Vakuole transloziert (gestrichelte Pfeile) und dort hydrolytisch gespalten
werden. Nach [199, 213, 220]
In den Derivaten des Stammes S. cerevisiae S288C, darunter der in dieser Arbeit verwendete
Stamm BY4741, ist durch die Punktmutation G608A ein in-frame Stopp-Codon in FLO8
eingefügt worden. Diese Hefen sind somit nicht mehr zur Flokkulation fähig [221].
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Die gezielte Aggregation mittels der analytinduzierten Expression von GTS1, einem Re-
pressor von Sfl1p, wurde bereits als Auslesemöglichkeit beschrieben [44]. Für die direkte
Expression von Flokkulinen ist hingegen noch keine Veröffentlichung bekannt. Daher soll
im Rahmen der vorliegenden Arbeit dieser Prozess als alternative Auslesemethode evaluiert
werden.
1.3.3 Anlagerung von Goldnanopartikeln mittels Yeast Surface Display
Neben der Morphologieänderung oder zellulärer Aggregation dürfte auch die gezielte
Adsorption von Goldnanopartikeln Auswirkungen auf die optische Dichte einer Suspension
haben. Grundlage ist dafür die Exposition Gold bindender Peptide auf der Zelloberfläche
mittels Yeast Surface Display (YSD). Die Methode des YSD umfasst die Erzeugung von
Fusionsproteinen aus Sekretionssignal, dem Effektorprotein und einem Ankerprotein. Das
komplette Protein muss also posttranslational im sekretorischem pathway prozessiert wer-
den. Korrekte Sortierung sowie Faltung sind für die Effektivität des Displays von zentraler
Bedeutung. Darüber hinaus werden (je nach Expressionsniveau) große Mengen an transla-
tierter Peptidkette in das ER überführt, Auswirkungen der unfolded protein response sind
naheliegend. Beteiligte Signalwege dieser Prozesse werden in den folgenden Abschnitten für
das bessere Verständnis der vorliegenden Arbeit erläutert.
1.3.3.1 Yeast Surface Display
Die Exposition heterologer Proteine auf der Zelloberfläche von Hefen wurde erstmals
von Schreuder et al. 1993 beschrieben [222]. Seitdem wurde die Technik für eine Vielzahl
biotechnologischer Anwendungen genutzt: Protein-engineering, Stärke- und Zelluloseabbau,
Adsorption von Schwermetallen und seltenen Erden, systematic evolution of ligands by ex-
ponential enrichment (SELEX), Einsatz in der Biosensorik oder auch Aufklärung zellulärer
Signalwege wie dem cell wall integrity signalling (CWI) [223–229]. Der grundlegende Ansatz
ist bei allen Anwendungen übereinstimmend: die Sequenz eines N-terminalen Signalpeptids
für die Prozessierung des Fusionsproteins wird vor dem Gen des zu präsentierenden Prote-
ins und dem C-terminalem Ankerprotein wie z. B. Flo1p (vgl. Abschnitt 1.3.2) oder Aga1p
(vgl. Abschnitt 1.1.3) kloniert (vgl. auch Abbildung 3.10). Eine weitere Möglichkeit ist die
Fusion von Proteinen an den N- bzw. C-Terminus oder auch an beiden Termini von Aga2p,
welches über zwei Disulfidbrücken an Aga1p verknüpft ist [230–232]. Dabei müssen steri-
sche Einflüsse auf die Funktionalität der heterologen Proteine berücksichtigt werden [233].
Die im YSD implizierten posttranslationalen Vorgänge (Transport des Polypeptids ins en-
doplasmatische Retikulum (ER), posttranslationale Modifikationen, Faltung und Sekretion)
beherbergen weitere Engpässe für die Anzahl exprimierter Proteine, wie in nachfolgenden
Abschnitten dargestellt wird.
Einfluss des Sekretionssignals
Zellen von S. cerevisiae besitzen mindestens zwei verschiedene Mechanismen zur
Translokation von Peptidketten aus dem Zytosol in das ER; der signal recognition particle
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(SRP)-abhängige und der SRP-unabhängige Mechanismus [234]. Die SRP-unabhängige
Translokation betrifft Proteine, bei denen die erforderliche hydrophobe Sequenz am
N-Terminus fehlt und die durch eine C-terminale Transmembrandomäne charakterisiert
sind.
Mitglieder der Soluble NSF Attachment Protein Receptor (SNARE)-Familie, welche für
die Fusion von Vesikeln essentiell sind, können als Beispiel aufgeführt werden [235]. Post-
translational wird der C-Terminus des Polypeptids durch die zytosolische ATPase Get3p
auf hydrophobe (Transmembran-) Domänen ”gescannt“ und bei Erkennung gebunden.
Dieser Komplex wird durch die in der ER-Membran lokalisierten Rezeptoren Get1p und
Get2p rekrutiert und die Transmembrandomäne korrekt in die ER-Membran insertiert [236].
Zusätzlich wurde die Einlagerung auch als spontaner, chaperonunabhängiger Prozess be-
schrieben [237].
Bei der SRP-abhängigen Translokation werden weitere Mechanismen unterschieden, welche
nachweislich neben der Faltung auch die Effizienz der Sekretion heterologer Proteine beein-
flussen können [238–241]. Der Weg hängt prinzipiell von der Hydrophobizität der Signal-
sequenz als auch deren Länge ab [238, 242, 243]. Die Interaktion moderat hydrophober
Sequenzen mit dem SRP ist weniger stabil und für eine SRP-abhängige Translokation nicht
ausreichend. Entsprechende Proteine werden posttranslational durch porenbildende Trans-
membranproteine Sec62p und Sec63p mittels energieabhängigen, durch das ER-ständige
Chaperon Kar2p katalysiertem Ratschenmechanismus transloziert. Bis zu diesem Prozess
verbleiben sie notwendigerweise relativ ungefaltet im Zytosol [234,244]. Bei stark hydropho-
ben Signalsequenzen wird das Protein SRP-abhängig co-translational transloziert [242,243]:
Der Komplex aus mRNA, Ribosom und SRP wird durch den ER-membranständigen SRP-
Rezeptor rekrutiert und an den Sec61p-Komplex weitergeleitet [245]. Energieunabhängig
wird die translatierte Polypeptidkette durch diesen porenbildenden Komplex in das ER-
Lumen überführt [246]. Mehrfach konnte die höhere Effizienz der co-translationalen
Translokation bei der Expression heterologer Proteine gezeigt werden [239, 247].
Faltung im ER und die Unfolded Protein Response
Im ER finden co- oder post-translationale Modifikationen der Peptidkette statt, die auch
potentiellen Einfluss auf die Faltung von Proteinen haben können [248, 249]. Das Schnei-
den des Signalpeptids findet eher co-translational statt, die Prozessierung des C-Terminus
(z. B. Addition einer Glykosyl-Phosphatidylinositol (GPI)-Gruppe zur Verankerung des Pro-
teins in der Zellmembran) kann sowohl co- als auch posttranslational erfolgen [249]. Die
Mehrheit der in der Zellwand kovalent gebundenen Proteine werden auf diese Art mo-
difiziert, so auch die häufig für den YSD verwendeten Proteine Flo1p und Sag1p bzw.
Aga1p [214, 230, 250]. Die Addition von Zuckerresten an Hydroxyl- und/oder Amidfunk-
tionen der Seitenketten erfolgt weitestgehend im ER, kann aber auch im Golgiapparat
fortgeführt werden [214]. Für die Expression heterologer (Fusions-) Proteine ist die un-
folded protein response (UPR) von besonderer Bedeutung: durch die Feinjustierung der
Translation in Abhängigkeit von der Menge ungefalteter Proteine im ER kann die Effizienz
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des YSD enorm schwanken [251–253]. In höheren Eukaryoten haben sich drei verschiede-
ne Mechanismen entwickelt, in der Hefe S. cerevisiae ist dagegen nur ein einziger, durch
den ER-ständigen Stressrezeptor Ire1p vermittelter Mechanismus bekannt [254]. Ire1p ist
ein Transmembranprotein, welches auf luminaler Seite eine furchenbildende Domäne be-
sitzt [255, 256]. Diese werden unter ER-stressfreien Bedingungen durch das bifunktionale
Chaperon Kar2p okkupiert [257]. Die Bindung ungefalteter Proteine an dieses Chaperon
induziert dessen Dissoziation von Ire1p [258]. Durch die so ermöglichte Dimerisierung von
Ire1p werden die luminalen Furchen zu einer fusioniert, welche wiederum relativ unspezifisch
ungefaltete Proteine binden kann und dadurch stabilisiert wird [256, 259]. Diese Dimerisie-
rung geht mit zytosolischer Autophosphorylierung benachbarter Ire1p einher, welche für die
Induktion der Endoribonuklease-Aktivität der C-terminalen Domäne essentiell ist [260,261].
Durch dessen katalysierte Reaktion erfolgt u. a. das Spliceosom-unabhängige Spleißen der
mRNA von HAC1, dem universellen Transkriptionsfaktor der UPR-Antwort [262]. Die UPR
umfasst die Regulation von über 380 Genen, einschließlich der Proteinbiosynthese von Cha-
peronen, Proteindisulfid-Isomerasen (PDI) aber auch die Reduktion der Proteintranslokati-
on in das ER, ER-assoziierte Proteindegradation und zumindest auch in Drosophila durch
Ire1-katalysierten, unspezifischen Abbau von mRNA [254, 263]. Wird die kritische Men-
ge ungefalteter Proteine überschritten, kann es also auf Grund der UPR zur reduzierten
Expression kommen [252]. Bei Überexpression sekretorischer Proteine (und somit auch
Proteine des YSD) muss dies zwingend beachtet werden [264]. Entsprechende Versuche
wurden unternommen, um die Sekretion heterologer Proteine zu erhöhen: Robinson et al.
überexprimierten in S. cerevisiae beispielsweise konstitutiv eine hefeeigene PDI und konn-
ten so die Sekretion von humanen platelet derived growth factor B-Dimeren um den Faktor
10 steigern [265]. Shusta et al. erhöhten die Sekretion von Antikörperfragmenten durch
Überexpression des Chaperons BiP (humanes Homolog zu Kar2p) sowie der PDI und konn-
ten so die Sekretion um das Achtfache erhöhen. Die Überexpression des Chaperons oder
der Isomerase resultierten dagegen nur in der doppelten Menge sezernierter Proteine [266].
Diese Beispiele verdeutlichen die Abhängigkeit der Optimierungen zur Sekretion heterologer
Proteinen von der Sequenz und der Struktur des Zielproteins an sich.
Sortierung und Sekretion
Die Verwendung von Signalpeptiden sekretorischer Proteine impliziert mitnichten auch
die korrekte Sortierung in exozytotische Vesikel im trans-Golginetzwerk (TGN). Li et al.
konnten Fusionsproteine aus Signalpeptiden verschiedener extrazellulärer Proteine mit GFP
im ER, Golgi, Cytosol, Nukleus oder auch in der Vakuole lokalisieren [148]. In S. cere-
visiae sind verschiedene Möglichkeiten der Proteinsortierung im TGN beschrieben [267].
Die adapterabhängige Sortierung umfasst hauptsächlich Proteine endosomaler Transport-
vorgänge [268]. Bifunktionale, membrandurchspannende Adapterproteine besitzen auf lu-
minaler Seite Bindungsdomänen für Proteine mit entsprechender Aminosäuresequenz [269,
270]. Auf zytosolischer Seite bilden die Adapterproteine Ligandenstrukturen, welche für
die Fusion mit Rezeptoren in zugehörigen Zellkompartimenten essentiell sind [268]. Die
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Exozytose, also auch das Ausschleusen extrazellulär lokalisierter Proteine, wird in einem
adapterunabhängigen Mechanismus realisiert. Dieser wird im Zusammenhang mit der Kon-
zentration von Sphingolipiden und Ergosterol in lipid rafts und deren Zusammenlagerung in
exozytotischen Vesikeln diskutiert [271]. Mehrere Gruppen beobachteten die fehlerhafte Sor-
tierung von Fusionsproteinen aus GFP und einem membrangebundenden, extrazellulärem
Protein, die im Zusammenhang mit Problemem im Lipidmetabolismus beschrieben wur-
de [271–273]. Die Assoziierung GPI-verankerter Proteine in lipid rafts schon im ER bzw.
spätestens im TGN könnte die Ursache sein [267].
Zusammenfassend kann also ein dysfunktionales Sekretionssignal, eine kryptische Sig-
nalsequenz im heterologen Protein oder eine fehlerhafte Synthese des GPI-Ankers zur feh-
lerhaften Sortierung von YSD-Proteinen oder auch Degradation in der Vakuole führen.
1.3.3.2 Gold bindende Peptide: die Adsorption von Goldnanopartikeln
Nanopartikel aus Edelmetallen besitzen eine hohe Oberflächenplasmonresonanz (SPR),
was sie z. B. als Kontrastmittel für biomedizinische Anwendungen prädestiniert [274–276].
In der Zellbiologie ist die kovalente Kopplung von Goldnanopartikeln (AuNP) an Antikörper
bei immunchemischen Nachweisen von besonderem Interesse [277,278]. Die gezielte nicht-
kovalente Interaktion von Peptiden zu Goldoberflächen mit Hinblick auf sensorische An-
wendungen wurde 1997 erstmals von Stanley Brown beschrieben und später von anderen
Gruppen neu- und weiterentwickelt [279–281]. Solche Peptide wurden u. a. verwendet, um
mittels SPR-Technologie Antigen-Antikörper Interaktionen nachzuweisen [282, 283]. Die
initiale Interaktion zwischen Peptid und AuNP beruht bei neutralem pH-Wert weitestge-
hend auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen positiv geladenen Aminosäureresten
und der (synthesebedingten) Zitrathülle der AuNP [284]. Die relativ stabile Anbindung hat
wiederum entropische Effekte als Ursache, hier: die Desorption von Wassermolekülen von
der AuNP-Oberfläche bei Anlagerung des Peptides [284, 285]. Die Anlagerung des Pepti-
des geht dabei mit einer Konformationsänderung sowie Verringerung der Flexibilität einher.
Energetisch betrachtet ist also für eine stabile Anbindung ein Kompromiss bei der Größe des
Peptides (Energiegewinn durch Verdrängung von Wasser aber auch (häufig) Energieverlust
durch Konformationsänderung) zu finden [281, 285, 286]. Für den Einsatz im YSD dürften
Peptide mit Längen von 10 bis 50 Aminosäuren interessant sein. Zusätzlich und auf Grund
ihrer geringen Größe sollten die Probleme seitens fehlerhafter Faltung und Induktion der
UPR oder des metabolischen Aufwandes stark in Grenzen gehalten werden.
1.4 Zielstellung
Hefe-Ganzzellsensoren können geringste Mengen von Xenobiotika oder relevanten Um-
weltschadstoffen detektieren [21, 22, 40]. Daneben erlaubt der Einsatz intakter Zellen Aus-
sagen über die biologische Verfügbarkeit dieser Moleküle [18]. Das grundlegende Nachweis-
prinzip basiert häufig auf einer promotorinduzierten Generierung eines Primärsignals. Für die
Auslesung des Signals werden entsprechend optische [2,21,48], elektrochemische [129,180]
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oder immunchemische [52] Verfahren eingesetzt. Der Einsatz von heterolog exprimierten
Proteinen geht bei Ganzzellsensoren mit einigen Problemen einher, die sich negativ auf
die Menge des exprimierten Proteins und damit auch auf die Ansprechzeit auswirken. Die
Optimierung des Reportergens hinsichtlich der Codon-usage [287, 288], des Signalpepti-
des bei Verwendung von sezernierten Proteinen [289] und/oder genetisches engineering
zur Verhinderung ungewollter posttranslationaler Modifikationen [154, 290] können daher
Voraussetzung für einen funktionalen Ganzzellsensor sein.
In dieser Arbeit sollen neuartige Auslesemöglichkeiten für Biosensoren auf Basis in-
takter Hefezellen evaluiert werden, die nahezu vollständig auf hefeeigenen Proteinen oder
Signalwegen beruhen. Die Schwierigkeiten mit der Expression heterologer Proteine sollen
so umgangen und damit einhergehende Signalabschwächungen vermieden werden. Im Ein-
klang mit dieser Zielstellung soll für geringstmögliche Materialkosten eines hypothetischen
mobilen Endgerätes die Signalauswertung einzig mit photometrischen Methoden angestrebt
und das experimentelle Setup so minimalistisch wie möglich gehalten werden (Abb. 1.5).
Der umfassend charakterisierte ”shmoo“-Effekt ist als polares Streckungswachstum erkenn-
Gentechnisch modifizierte 
Sensorzelle
+ Analyt
Änderung der        Flokkulation       Anlagerung von
Morphologie                                  Goldnanopartikel
Abbildung 1.5: Mögliche alternative Auslesesysteme für Hefe-Ganzzellsensoren. Analytabhängig
sollen die optischen Eigenschaften einer Zellsuspension verändert werden. Durch polares Wachstum
(”shmoo“-Effekt) als auch die Bildung von Flokkulationen wird die optische Dichte einer Suspension beein-flusst. Goldnanopartikel absorbieren Licht und sollten demnach auch bei Anlagerung an Hefen Auswirkungen
auf deren photonische Eigenschaften haben.
bar [189]. Diese Veränderung sollte gleichfalls Auswirkungen auf die Streuung von Licht
haben. Analytabhängig soll diese Veränderung mittels Photospektrometer bestimmt wer-
den.
Die Hefe S. cerevisiae bildet unter bestimmten Bedingungen optisch detektierbare, multi-
zellulärer Aggregate aus [197]. Dieses Phänomen wird als zweite intrinsische Eigenschaft
auf die Eignung als neuartige Auslesemöglichkeit für Ganzzellsensoren untersucht.
Der 1993 entwickelte YSD findet hauptsächlich bei biotechnologischen Prozessen wie z. B.
Zelluloseverwertung oder Protein-engineering Verwendung [226, 291]. In dieser Arbeit soll
der YSD für die extrazelluläre Präsentation von Gold bindenden Peptiden genutzt werden.
Die analytabhängige Anlagerung der stark lichtabsorbierenden Goldnanopartikel ist hierbei
zielführend.
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Die dargestellten Möglichkeite sollen in der Arbeit zunächst analytunabhängig charak-
terisiert werden. Mit evaluierten Parametern für das experimentelle Setup soll im Anschluss
jedes Ausleseverfahren hinsichtlich der Eignung im sensorischen System beurteilt werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Geräte und Materialien
2.1.1 Geräte
Tabelle 2.1: Geräte
Gerät Name Hersteller
Durchflusszytometer CyFlow R© SL Partec GmbH, Görlitz
Elektroporator Electroporator 2510 Eppendorf AG, Hamburg
Fluoreszenzmikroskop Axio Observer.Z1 Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena
Geldokumentationssystem Smart3 VWR, Darmstadt
Horizontalgel-
elektrophoresekammer
PerfectBlueTM Gel System Mini
M/Midi S
Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen
Rotationsscheibe rotator SB3 Bibby Sterilin Ltd., Stone,
Großbritannien
Thermocycler Mastercycler ep gradient S Eppendorf AG, Hamburg
UV/Vis Spektrophotometer Nanodrop ND-1000 NanoDrop Technologies, LLC.,
Wilmington, USA
UV Lampe neoLab GmbH, Heidelberg
Vis Spektrophotometer V1200 Spectrophotometer VWR, Darmstadt
Zellzählkammer Thoma Brand GmbH & Co. KG, Wert-
heim
2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 2.2: Besondere Verbrauchsmaterialien
Materialie Spezifikation Hersteller
Dialysemembran Millipore ’V’-series mem-
brane, 0,025 μm, ∅ 25 mm
Millipore, Schwalbach
Elektroporationsküvetten Spaltbreite 2 mm BioRad Laboratories GmbH,
München
Glasperlen ∅ 0,25-5 mm Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
Goldnanopartikel Molsurf GmbH & Co. KG,
Dresden
Küvetten für Spektrophotometer Rotilab R© (Polystyrol) Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
Fortsetzung siehe nachfolgende Seite
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Materialie Name Hersteller
Sheath Fluid Partec GmbH, Görlitz
2.1.3 Chemikalien
Chemikalien für den allgemeinen Laborbedarf besaßen mindestens den Reinheitsgrad
”buffer grade“ und wurden von AppliChem GmbH, Carl Roth GmbH & Co. KG, Merck
KGaA, Sigma-Aldrich & Co. LLC. oder VWR International GmbH bezogen.
2.1.3.1 Chemikalien für Puffer, Lösungen, Medien und Agar
Tabelle 2.3: Chemikalien für Puffer, Lösungen, Medien und Agar
Chemikalie Hersteller
Agar ForMediumTM , Norfolk , Großbritannien
Agarose Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
Ampicillin-Natriumsalz (99 %) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
CaCl2 q 2H2O Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
CsCl SERVA Feinbiochemica, Heidelberg
Cu2SO4 q 5H2O Merck, Darmstadt
EDTA-Na2 q 2H2O AppliChem GmbH, Darmstadt
EuCl2 Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Glycerol bidest. 99,5 % VWR Chemicals, Leuven, Belgien
Hefeextrakt ForMediumTM , Norfolk, Großbritannien
L-Histidin-HCl q H2O AppliChem GmbH, Darmstadt
L-Leucin (≥ 98,5 %) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
L-Methionin (≥ 99,%) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
KH2PO4 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
K2SO4 (≥ 99,%) BDH Prolabo R© Chemicals, Briare, Frankreich
MgSO4 q 7H2O Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
MnSO4 q H2O ICN Biomedicals, Inc., Aurora, USA
Natriumzitrat Na3C6H5O7 q 2H2O Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
NaCl (≥ 99,5,%) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
(NH4)2SO4 AppliChem GmbH, Darmstadt
NH4Ac AppliChem GmbH, Darmstadt
RedSafeTM Nucleic Acid Staining Solution iNtRON Biotechnology
Pepton ForMediumTM , Norfolk, Großbritannien
Fortsetzung siehe nachfolgende Seite
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Chemikalie Hersteller
SDS Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Tetracyclin (≥ 98%) Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Tris Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Uracil AppliChem GmbH, Darmstadt
Yeast nitrogen base w/o amino acids &
w/o ammonium sulphate (YNB)
ForMediumTM , Norfolk, Großbritannien
Zitronensäure, wasserfrei Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
2.1.3.2 Medien, Lösungen und Puffer
Alle Lösungen wurden entsprechend den Angaben hergestellt und anschließend auto-
klaviert bzw. sterilfiltriert.
Tabelle 2.4: Zusammensetzung der verwendeten Nährmedien, Stammlösungen und Puffer.
Lösung Zusammensetzung
Nährmedien
LB Medium/Agar (pH 7,4) q 5 g/l NaCl q 10 g/l Pepton q 5 g/l Hefeextraktq 15 g/l Agar für Agarplatten
Minimalmedium/Agar (pH 5,4) q 20 g/l Glucose q 5 g/l (NH4)2SO4q 1,9 g/l YNB (w/o) Aminosäuren; (w/o) NH4)2SO4q 20 g/l Agar für Agarplattenq 1 x essentielle Aminosäuren
Minimalmedium mit wenig
(NH4)2SO4 (pH 5,4)
q 20 g/l Glucose q 50 mg/l (NH4)2SO4q 1,9 g/l YNB (w/o) Aminosäuren; (w/o) (NH4)2SO4q 1 g/l KH2PO4 q 5,3 g/l K2SO4q 1 x essentielle Aminosäuren
Minimalmedium mit wenig Phosphat
(pH 5,4)
q 20 g/l Glucose q 5 g/l (NH4)2SO4q 1,9 g/l YNB (w/o) Aminosäuren; (w/o) KH2PO4;
(w/o) (NH4)2SO4 q 10 mg/l KH2PO4q 0,5 g/l MgSO4 q 7H2Oq 1 x essentielle Aminosäuren
SOC-Medium (pH 7,5) q 20 g/l Pepton q 5 g/l Hefeextraktq 4.8 g/l MgSO4 q 7 H2O q 3.603 g/l Glukoseq 0.5 g/l NaCl q 0.186 g/l KCl
YPD Medium/Agar (pH 5,4) q 20 g/l Glucose q 20 g/l Pepton q 10 g/l Hefeextraktq 20 g/l Agar für Agarplatten
Lösungen und Puffer
Ampicillin, 1 000 x q 100 g/l Ampicillin
Fortsetzung siehe nachfolgende Seite
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Lösung Zusammensetzung
DNA-Ladepuffer, 6 x (pH 8) q 2 g/l Bromphenolblau q 40 % (v/v) Glycerolq 36,2 g/l EDTA-Na2 - 2 H2O
essentielle Aminosäuren ’413’, 100 x q 8 g/l L-Leucin q 2 g/l L-Methionin q 10 g/l Uracil
essentielle Aminosäuren ’426’, 100 x q 8 g/l L-Leucin q 2 g/l L-Methionin q 6 g/l L-Histidin
(NH4)2SO4, 100 x, (pH 6,4) q 500 g/l (NH4)2SO4
PBS (pH 7,5) q 1,78 g/l Na2PO4 - 2 H2O q 0,27 g/l KH2PO4q 20,2 g/l KCl q 8 g/l NaCl
TAE-Puffer (pH 7,4) q 48,5 g Tris q 1,14 ml HAc q 0,372 g EDTA-Na2-2H20
TE-Puffer (pH 8,0) q 3,62 g/l EDTA-Na2 q 2 H2O q 1,21 g/l Tris
Tetracyclin, 400 x q 10 g/l in 70 % v/v EtOH
Zelllysepuffer (pH 8,0) q 18,6 g/l EDTA q 2,42 g/l Tris q 8,64 g/l SDS
Zitratpuffer (100 mM, pH 4) q 8,82 g/l Na3-Zitrat q 2H2Oq 13,44 g/l Zitronensäure (wasserfrei)
Zitratpuffer-EDTA (pH 4) q 8,82 g/l Na3-Zitrat q 2H2O q 18,6 g/l EDTAq 13,44 g/l Zitronensäure (wasserfrei)
2.1.3.3 Proteine und Biomaterialien
Nachfolgend sind verwendete Biomaterialien aufgelistet. Die verwendeten Primer und
Plasmide sind aus Gründen der Übersichtlichkeit im Anhang (Tabellen A.1, A.2, B.1, B.2,
C.1 und C.2 zusammengefasst.
Tabelle 2.5: Proteine und Biomaterialien
Biomaterialie Hersteller
α-Faktor Molsurf GmbH & Co. KG, Dresden
Albumin Fraktion V (pH 7) AppliChem GmbH, Darmstadt
BamHI-HF R© New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
GeneRuler 1 kb Plus DNA Leiter Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
NarI New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
Phusion R© High-Fidelity DNA Polymerase New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
PvuI-HF R© New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
Q5 DNA Polymerase New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
SacII New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
SbfI-HF R© New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
T4 DNA Ligase Thermo Fisher Scientific, Berlin
Taq DNA Polymerase New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
Fortsetzung siehe nachfolgende Seite
Geräte und Materialien 27
Fortsetzung von vorangegangener Seite
Biomaterialie Hersteller
XhoI New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
XmaI New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
2.1.3.4 Kits
Nachfolgend werden die verwendeten Kits aufgelistet. Sofern nicht anders im Metho-
denteil beschrieben, erfolgte die Durchführung nach Herstellerangaben.
Tabelle 2.6: Kits für molekularbiologische Arbeiten
Kit Hersteller
CloneJET PCR Cloning Kit Thermo Scientific, Berlin
Frozen-EZ Yeast Transformation II KitTM Zymo Research, Irvine, USA
NucleoSpin R© Gel and PCR Clean-up MACHEREY-NAGEL, Düren
ZR Plasmid MiniprepTM -Classic Zymo Research, Irvine, USA
2.1.4 Mikroorganismen
In der Arbeit wurden für die Amplifikation von Plasmiden verschiedene Stämme des
Bakteriums Escherichia coli verwendet. Für die Evaluation alternativer Auslesesysteme wur-
de der Hefestamm BY4741 Δbar1 für die Morphologieänderung und der Stamm BY4741
für die Flokkulation sowie die gezielte Anlagerung von AuNP verwendet.
Tabelle 2.7: Mikroorganismen mit Angabe des Genotyps
Stamm Genotyp Bezugsquelle
Escherichia coli
10β mcrA spoT1Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC)
φ80d(lacZΔM15) lacX74 recA1 relA1 araD139
Δ(ara-leu)7697 fhuA galK16 galE15 rpsL endA1
nupG rph
New England Bio-
labs GmbH, Frank-
furt am Main
DH5α F- φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1
endA1 hsdR17 (rk-, mk+) gal - phoA supE44 λ- thi -1
gyrA96 relA1
New England Bio-
labs GmbH, Frank-
furt am Main
DH10BTM F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15
Δ74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL
(StrR) endA1 nupG λ-
Invitrogen GmbH,
Karlsruhe
HS996 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15
ΔX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL
(StrR) endA1 nupG fhuA::IS2
GE Medical Systems
Deutschland Betei-
ligungsgesellschaft
mbH, Solingen
Fortsetzung siehe nachfolgende Seite
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Stamm Genotyp Bezugsquelle
SURE F’{proAB lac IqZΔM15Tn10 (TetR)} e14-(McrA-)
Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC)171 endA1 gyrA96 thi -1
supE44 relA1 lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 (KanR
uvrC)
Agilent, Santa Clara,
USA
Top10F’ F’{lac IqTn10 (TetR)} mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC)
φ80lacZΔM15 ΔX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697
galK rpsL endA1 nupG
Invitrogen GmbH,
Karlsruhe
Saccharomyces cerevisiae
BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 EUROSCARF,
Frankfurt a. Main
BY4741 Δbar1 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0
YIL015w::kanMX4
EUROSCRAF,
Frankfurt a. Main
2.2 Experimentelle Durchführung
Nachfolgend werden angewendete Standardprotokolle sowie in der Arbeit entwickelte
Arbeitsvorschriften dargestellt.
2.2.1 Kultivierung von Mikroorganismen
2.2.1.1 Escherichia coli
E. coli wurde in Luria Broth (LB) Medium je nach Zweck unter spezifischen Bedingun-
gen kultiviert.
Herstellung kompetenter Zellen für Elektroporation
Über Nacht wurden Zellen in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum bei 37 ◦C
und 180 rpm inkubiert. Für die Hauptkultur wurde 1 ml Vorkultur in 300 ml frisches Me-
dium ohne Antibiotika in einen Schikanekolben überführt und für 3 h bei gleichen Bedin-
gungen kultiviert. Die Zellen wurden für 30 min auf Eis abgekühlt und anschließend bei
14 000 x g, 4 ◦C, 15 min abzentrifugiert. Weitere Arbeitsschritte fanden auf Eis und mit eis-
kalten Lösungen statt. Das Pellet wurde zweimal in ddH2O (mind. 300 ml) und einmal in
10 % (v/v) Glycerol (30 ml) gewaschen. Die Zellen wurden final in 2 ml 10 % (v/v) Glycerol
resuspendiert, in 45 μl aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -70 ◦C gelagert.
Kultivierung von transformierten E. coli zur Überprüfung der Ligation mittels colony-PCR
Mit den Vektoren auf Basis des p413 und p426 (vgl. [292]) sowie pJET1.2blunt
(CloneJET PCR Cloning Kit) transformierte E. coli Zellen wurden auf LB-Agarplatten
mit 0,1 g/l Ampicillin mittels Drigalskispatel ausplattiert und bei 30 ◦C über 20 h kul-
tiviert. Mit zufällig ausgewählten Kolonien wurde die colony -PCR zur Überprüfung des
Ligationsproduktes durchgeführt.
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Kultivierung von transformierten E. coli zur Plasmidamplifikation
Mit den Vektoren auf Basis des p413 und p426 sowie pJET1.2blunt transformierte
E. coli Zellen wurden bei 30 ◦C und 180 rpm über 20 h in 10 ml Flüssigmedium mit 1 x
Ampicillin inkubiert. Von diesen Kulturen wurden 2 ml für die Präparation von Plasmiden
unter Verwendung des ZR Plasmid MiniprepTM -Classic Kits verwendet.
2.2.1.2 S. cerevisiae
Hefen des Stammes S. cerevisiae BY4741 wurden generell bei 30 ◦C kultiviert. Sofern
mit nicht-transformierten Zellen gearbeitet wurde, erfolgte das Wachstum in YPD-Medium
unter Schütteln (180 rpm) bzw. auf YPD-Agarplatten im Brutschrank.
Kultivierung von frisch transformierten S. cerevisiae Zellen
Mittels Frozen-EZ Yeast Transformation II KitTM transformierte Hefen wurden auf
Minimalmedium-Agar mittels Drigalskispatel ausplattiert und über drei Tage bei 30 ◦C kul-
tiviert. Die Platten wurden maximal 14 Tage bei 4 ◦C gelagert.
Kultivierung von S. cerevisiae für Zellversuche
Von Agarplatten wurden drei bis vier Kolonien vereinigt, in 10 ml Minimalmedium
(transformierte Zellen) bzw. YPD (Wildtyphefen) resuspendiert und über Nacht bei 30 ◦C
und 180 rpm inkubiert. Zellen dieser Vorkulturen wurden entsprechend der in der Versuchs-
beschreibung angegebenen OD600 in frisches Minimalmedium überführt und unter gleichen
Bedingungen weiter inkubiert.
2.2.2 Molekularbiologische Arbeiten
Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Komponenten der entsprechenden Reakti-
onsansätze auf Eis zusammengefügt.
2.2.2.1 Polymerasekettenreaktion
Die frisch auf Eis aufgetauten Komponenten der Polymerasekettenraktion (außer En-
zyme) wurden zusammengefügt und mittels Auf- und Abpipettieren durchmischt. Der zu-
gehörige Reaktionspuffer wurde in einfacher Konzentration eingesetzt. Die Ansätze wurden
nach folgendem Pipettierschema hergestellt:
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Tabelle 2.8: Pipettierschema der durchgeführten PCRs. Dargestellt ist die Zusammensetzung eines
Reaktionsansatzes, aufgeschlüsselt nach der verwendeten Polymerase (Q5, Phusion R© oder Taq). Die Poly-
merase aus Thermus aquaticus (Taq) wurde nur für die Durchführung von colony -PCRs verwendet, daher
konnte hier auch keine definierte DNA-Menge angegeben werden.
Reagenz Q5 Phusion R© Taq
MgCl2 — — 2,5 mM
DMSO — — 280 mM
DNA genom. DNA: 100 ng, Plasmid-DNA: 10 ng unbestimmt
Primer 1 μM
dNTP-Mix 200 μM
Polymerase 20 mU / Reaktion
ddH2O ad Reaktionsvolumen
Reaktionsvolumen 20 μl 10 μl
Die Reaktion erfolgte im Thermocycler. In dieser Arbeit wurden je nach Zweck verschiedene
Polymerasen und zugehörige Puffer verwendet.
Amplifikation von DNA mittels high-fidelity Polymerasen
Für die Isolierung und Amplifikation von DNA-Fragmenten aus dem Genom von S. cere-
visiae BY4741 wurden die Polymerasen Q5 und Phusion R© auf Grund ihrer geringeren Feh-
lerrate verwendet. Durch unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten mussten die entspre-
chenden Zyklen angepasst werden. Die Annealing Temperatur (AT) entspricht der Schmelz-
temperatur der Primer.
PCR mit Q5 Polymerase
initiale Denaturierung 30 s 98 ◦C
Denaturierung 10 s 98 ◦C 30 xAnnealing 10 s AT
Elongation 30 s/kb 72 ◦C
finale Elongation 2 min 72 ◦C
Kühlung ∞ 4 ◦C
PCR mit Phusion R© Polymerase
initiale Denaturierung 3 min 98 ◦C
Denaturierung 30 s 98 ◦C 30 xAnnealing 30 s AT
Elongation 15 s/kb 72 ◦C
finale Elongation 3 min 72 ◦C
Kühlung ∞ 4 ◦C
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Amplifikation von DNA mittels Taq Polymerase: colony-PCR
Für die Nachweise von erfolgreichen Ligationen bzw. entsprechenden Transformationen
wurde die kostengünstigere Polymerase aus Thermus aquaticus (Taq) und deren spezi-
fische Puffer verwendet. Für die colony -PCR wurden von der Platte mit transformierten
E. coli Zellen mittels Holzstab zufällig ausgewählte Kolonien entnommen, auf eine Se-
kundärplatte überführt und weitere, am Stab adhärierte Bakterien in 10 μl ddH2O resus-
pendiert. Die Proben wurden anschließend auf Eis gestellt und jeweils mit 2,5 μl des Reak-
tionsansatzes versetzt. Die hierbei verwendeten Primer wurden entsprechend des Ligations-
produktes ausgewählt. Bei der colony -PCR von Ligationen mit pJET wurden flankierende
Primer aus dem CloneJET PCR Cloning Kit verwendet. Sofern Ligationen im Zusammen-
hang mit dem Umbau des YSD stattfanden, wurde in der Regel eine Primerkombination
aus einem flankierenden sowie dem zum ligierten Fragment spezifischen Primer verwendet.
PCR mit Taq Polymerase
initiale Denaturierung 5 min 95 ◦C
Denaturierung 30 s 95 ◦C 30 xAnnealing 30 s AT
Elongation 1 min/kb 72 ◦C
finale Elongation 3 min 72 ◦C
Kühlung ∞ 4 ◦C
2.2.2.2 Komplementierung von Oligonukleotiden
Für die Komplementierung von Oligonukleotiden wurden beide Stränge im äquimolaren
Verhältnis in 50 μl ddH2O mit 1 x Puffer der Phusion R© -Polymerase gegeben. Das Reakti-
onsgefäß wurde in ein auf 95 ◦C erhitztes Wasserbad (mind. 20 l) gegeben und die Heizung
des Wasserbades abgeschaltet. Die Hybridisierung lief über Nacht.
2.2.2.3 Isolierung genomischer DNA aus S. cerevisiae BY4741
Genomische DNA wurden aus einer Hefekultur des Stammes BY4741 nach sech-
zehnstündiger Inkubation isoliert. Für die Arbeiten wurden eiskalte Lösungen und Puffer
verwendet. Zellen aus 2 ml Kultur wurden bei 3 000 x g bei 4 ◦C für 1 min abzentrifugiert,
einmal in 10 ml PBS gewaschen und in 500 μl Zelllysepuffer resuspendiert. Das Reak-
tionsgefäße wurde mit Glasperlen aufgefüllt, in auf - 25 ◦C gekühlte Probenbecher der
Schüttelmühle überführt und für 5 min bei 30 Hz geschüttelt. Die Reaktionsgefäße wurden
auf Eis überführt, nach einminütiger Sedimentation der Überstand entnommen und mit
275 μl 7 M Ammoniumazetat (pH 7) versetzt. Die Lösung wurde für 5 min bei 65 ◦C und
weiter, für 1 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 500 μl Chloroform wurde die Emulsion
für 3 min bei 14 000 x g und 4 ◦C abzentrifugiert. Die wässrige Phase wurde in ein neues
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Reaktionsgefäß überführt, mit dem gleichen Volumen Isopropanol versetzt und über 10 min
bei 16 000 x g und 4 ◦C zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 70 % EtOH (v/v)
gewaschen, anschließend an der Luft getrocknet und final mit 40 μl TE-Puffer versetzt.
2.2.2.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen und Ligationsansätzen
Für die Isolierung von DNA aus Agarosegelen und Ligationsansätzen wurde das
NucleoSpin R© Gel and PCR Clean-up Kit verwendet. Die Durchführung erfolgte weitestge-
hend nach Angaben des Herstellers. Die Zentrifugationsschritte wurden auf 15 s beschränkt,
die Säule mit gereinigter DNA vor der Elution für eine Minute bei 50 ◦C temperiert. Die
Elution erfolgte mit 13 μl auf 50 ◦C erwärmtes ddH2O. Die DNA-lösung wurde anschließend
20 min gegen ddH2O dialysiert.
2.2.2.5 Restriktion
Restriktionsansätze mit einem Gesamtvolumen von 20 μl wurden auf Eis mit eiskalten
Lösungen zusammenpipettiert. Zu ddH2O wurde 10 fach konzentrierter CutSmart R© Re-
striktionspuffer sowie 1-2 μg DNA gegeben. Final erfolgte die Zugabe von 10 U Restrik-
tionsenzym mit Durchmischung des Reaktionsansatzes, 30-minütiger Inkubation bei 37◦C
und 20 min bei 80 ◦C. Sofern nach der Restriktion ausschließlich Fragmente mit mehr als
zehn Basenpaaren entstanden, wurden diese per Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und
anschließend mittels NucleoSpin R© Gel and PCR Clean-up Kit aufgereinigt. Wurden von
größeren DNA Fragmenten Oligomere mit Längen unter zehn Basenpaaren abschnitten,
wurde der komplette Ansatz auf eine Dialysemembran gegeben und für 20 min bei RT
gegen ddH2O dialysiert.
2.2.2.6 Agarosegelelektrophorese
Für die Aufreinigung von Restriktionsansätzen und Isolierung von DNA Fragmenten aus
der Restriktion bzw. PCR wurde eine Agarosegelelektrophorese mit 1,5 % (w/v) (Fragmente
≤ 600 bp) bzw. 1 % (w/v) (Fragmente ≥ 600 bp) Agarose in TAE-Puffer durchgeführt. Die
Agarose wurde in TAE Puffer eingewogen, mittels Mikrowelle aufgekocht und geschwenkt,
bis eine homogene Lösung zu erkennen war. Die Lösung wurde mit 1 x RedSafeTM versetzt,
erneut bis zur Homogenität geschwenkt und in vorbereitete Gelgießkammern luftblasenfrei
überführt. Ein aufgesetzter Teflonkamm formte Probentaschen. In die erste Spur wurde
nach Erstarren 4 μl DNA-Größenstandard gegeben. Für analytische bzw. präparative Zwe-
cke wurde je Versuchsansatz aus PCR und Restriktion 4 μl bzw. 20 μl Probe mit 1 x DNA-
Ladepuffer versetzt und in je eine Probentasche gegeben. Die Auftrennung erfolgte über
50 min bei 10 V/cm Elektrodenabstand. Analytische Gele wurden mittels Geldokumentati-
onssystem fotografiert, die Isolierung von DNA Fragmenten aus präparativen Gelen erfolgte
mit Hilfe eines frisch gereinigten Skalpells unter der UV Lampe.
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2.2.2.7 Ermittlung der DNA-Konzentration
Die Konzentrationsbestimmung von DNA-Lösungen wurde mittels Nanodrop ND-1000
UV-Spektrophotometer durchgeführt.
2.2.2.8 Ligation
Ligationsansätze mit einem Gesamtvolumen von 20 μl wurden auf Eis mit eiskalten
Lösungen zusammenpipettiert. Zu ddH2O wurde 10 fach konzentrierter Ligationspuffer so-
wie die DNA Fragmente im molaren Verhältnis von 3:1 (Insert (≤ 2,5 kb) : Vektor) bzw. 1:1
(Insert (≥ 2,5 kb) : Vektor) gegeben. Final erfolgte die Zugabe von 5 U T4-DNA Ligase mit
Durchmischung des Reaktionsansatzes und 15 min Inkubation bei RT. Der Ligationsansatz
wurde anschließend mittels NucleoSpin R© Gel and PCR Clean-up Kit aufgereinigt.
2.2.2.9 Transformation
In der Arbeit wurden Bakterien mittels Elektroporation, Hefen mit Hilfe des Frozen-EZ
Yeast Transformation II KitTM transformiert.
E. coli
Kompetente E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 5 μl des gegen ddH2O dia-
lysierten Ligationsansatzes versetzt und in eisgekühlte Elektroporationsküvetten gegeben.
Die Transformation erfolgte im Electroporator 2510 bei 2,5 kV und 10 μF. Die Zellen wur-
den sofort in 1 ml auf 37 ◦C temperiertes SOC-Medium resuspendiert, über 45 min bei 37◦C
und 800 rpm im Thermomixer inkubiert und anschließend auf LB-Agarplatten mit Ampicillin
ausgespatelt.
S. cerevisiae
Die Herstellung von kompetenten Hefen sowie deren Transformation wurde mit dem
Frozen-EZ Yeast Transformation II KitTM nach Herstellerangaben durchgeführt. Hefen wur-
den anschließend auf Minimalmedium-Agar mittels Drigalskispatel ausplattiert und über
drei Tage bei 30 ◦C kultiviert.
2.2.2.10 Plasmidpräparation
Für die Isolierung von Plasmiden aus transformierten E. coli Zellen wurde das ZR Plas-
mid MiniprepTM -Classic Kit verwendet. Die Durchführung erfolgte nach Angaben des Her-
stellers.
2.2.3 Alternative Auslesemethoden für S. cerevisiae
Im nachfolgenden Abschnitt wird auf die evaluierten alternativen Auslesemethoden für
Hefe-Ganzzellsensoren eingegangen. Alle Versuche wurden mit Hauptkulturen durchgeführt,
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die aus einer Übernachtkultur in später logarithmischer Wachstumsphase (OD600≤ 3) her-
vorgingen. Für die Bestimmung der optischen Dichte wurden Aliquots der Kulturen derma-
ßen verdünnt, dass zu messende Werte zwischen 0,05 und 0,25 (linearer Bereich von Hefe-
Zellsuspensionen, Daten nicht gezeigt) lagen. Notwendige Zentrifugationsschritte wurden
über eine Minute bei 3 000 x g und 20 ◦C durchgeführt. Sofern nicht anders beschrieben,
wurden Nährmedien mit Raumtemperatur verwendet, das Volumen der Hauptkultur betrug
10 ml.
2.2.3.1 Anayltinduzierte Morphologieänderung von Sensorzellen
Evaluation der Morphologieänderung mit S. cerevisiae BY4741Δbar1
In Vorversuchen wurde zunächst die Abhängigkeit der Morphologie von der Inkuba-
tionsdauer in α-Faktor untersucht. Hauptkulturen wurden mit einer OD600 = 0,2 ange-
impft, 2 h kultiviert und mit 1 μM α-Faktor bzw. dem entsprechenden Lösungsmittel
(0,1 M NaAc, pH 5,2) versetzt. Stündlich wurde ein Aliquot von 500 μl entnommen, die
optische Dichte mittels Spektrophotometer sowie die Zellzahl mittels Thoma-Zählkammer
bestimmt. Die Suspension wurde abzentrifugiert, das Pellet auf Eis in 300 μl ddH2O resus-
pendiert und das Reaktionsgefäß in einen auf 6 ◦C vorgekühlten Thermomixer überführt.
Nach tröpfchenweiser Zugabe von auf -25 ◦C gekühlten EtOH unter ständigem Schütteln
bei 1 000 rpm wurden die so fixierten Zellen bis zur weiteren Verwendung bei -25 ◦C ge-
lagert. Für die Rehydratisierung und weitere Analyse wurden die Proben abzentrifugiert,
zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und anschließend über Nacht in 1 ml PBS bei 4 ◦C
auf einer Drehscheibe (20 rpm) inkubiert.
Durchflusszytometrie
Die Streuung von Zellen wurde im Durchflusszytometer gemessen. Die Durchflussra-
te wurde auf maximal 200 counts / s eingestellt. Folgende Standardeinstellungen wurden
verwendet:
Bauteil Parameter Wert
forward scatter
(FSC)
gain 100
upper limit 999,9
lower limit 36
sideward scatter
(SSC)
gain 200
upper limit 999,9
lower limit 10
Die Anregung der Suspension erfolgte mittels Festkörperlaser mit einer Leistung von 50 mW
bei einer Wellenlänge von λ= 488 nm; entsprechende Signale wurden unter Verwendung
eines Breitbandfilters (IBP 488D) detektiert.
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Bestimmung der Zellzahl
Die Zellzahl von Suspensionen wurden mittels Thoma-Zählkammer bestimmt. Nach
Zusammenbau des Objektträgers mit dem Deckgläschen wurden 8 μl der Hefesuspen-
sion in die Kammer gegeben. Auf Grund der Tiefe von 0,1 mm und der Fläche von
0,0025 mm2 / Großquadrat ergibt sich zur Berechnung der Zellzahl die Gleichung
Zellzahl / μl = 250 x Zellzahl/Großquadrat
Für die Bestimmung wurden die Werte von mindestens vier Großquadraten gemittelt.
Analyse der Morphologie
Für die Beurteilung der Morphologie von Zellen wurden entsprechende Proben mittels
Axio Observer.Z1 Mikroskop fotografiert. Die Zellform der Hefen wurde nach subjektivem
Empfinden in die Kategorien ”knospend“, ”shmoo“ und ”unbudding“ eingeteilt. Hefen, wel-
che keiner der drei Kategorien zugeordnet werden konnten, wurden als ”uneindeutig“ cha-
rakterisiert. Beispielhafte mikroskopische Aufnahmen sind in Abbildung 3.1 dargestellt.
Analytinduzierte Morphologieänderung
Die analytinduzierte Morphologieänderung wurde im ”lights-on“- sowie im ”lights-
off “ Modus untersucht.
”lights-on“ Modus: Plim und S. cerevisiae BY4741Δbar1-p426-PHO11-MFα1
Hauptkulturen wurden direkt in Phosphat-Limitationsmedium (induziert) bzw. in Minimal-
medium (Negativkontrolle) mit einer OD600 = 0,2 angeimpft. Die Probennahme und Etha-
nolfixierung der Zellen für mikroskopische Analyse erfolgte nach 0 h, 3 h, 6 h, 10 h und 23 h
Inkubationsdauer.
”lights-off“ Modus: Nlim und S. cerevisiae BY4741Δbar1-p426-AGP1-MFα1
Hauptkulturen wurden in Stickstoff-Limitationsmedium (Nlim) mit einer OD600 = 0,2 ange-
impft. Nach zweistündiger Inkubation erfolgte die Zugabe von 10 mM (NH4)2SO4 (t =0 h,
induziert) bzw. ddH2O (Negativkontrolle). Die Probennahme und Ethanolfixierung der Zel-
len für mikroskopische Analyse erfolgte nach 0 h, 3 h, 7 h, und 20 h Inkubationsdauer.
2.2.3.2 Analytinduzierte Flokkulation von Sensorzellen
Rekonstitution von FLO8
Die Punktmutation in FLO8 wurde mittels positionsspezifischer Mutagenese korrigiert.
Zunächst wurde durch high-fidelity -PCR mit den Primerpaaren FLO8for q FLO8-OErev
und FLO8-OEfor q FLO8rev (Tabelle B.1) Fragmente von FLO8 mit korrigierter Sequenz
amplifiziert. Diese wurden isoliert, aufgereinigt und im äquimolaren Verhältnis mit den
Primern FLO8for und FLO8rev in einer weiteren high-fidelity -PCR fusioniert. Der Ansatz
wurde erneut aufgereinigt und für die anschließende Sequenzierung in pJET1.2blunt ligiert.
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Bestimmung des Flokkulationsindex
Hefesuspensionen mit einer OD600 = 10 wurden einmal in 50 mM Zitratpuffer-EDTA
(pH 4) gewaschen und in 1 ml Zitratpuffer mit 10 mM konzentrierten Lösungen von Ka-
tionen (Ca2+, Cs+, Cu2+, Mg2+, Mn2+, Eu2+) bzw. EDTA (pH 4) resuspendiert. Nach
Inkubation für eine Minute wurde die Suspension für 1 min bei 100 x g abzentrifugiert und
die OD600 einer 1:50 Verdünnung des Überstandes photometrisch vermessen (dispers, ’D’).
Nach der Messung wurden die übrigen Zellen resuspendiert und erneut die die OD600 einer
1:50 Verdünnung des Überstandes vermessen (Pellet, ’P’). Der Flokkulationsindex (IF) wur-
de in Anlehnung an Soares et al. [293] folgendermaßen bestimmt:
IF = P−DP
Messung der Flokkulation in Echtzeit
Für die automatisierte Messung der Flokkulation wurde ein Versuchsaufbau, beste-
hend aus Spektrophotometer (AvaSpec-2048-USB2, avantes, Apeldoorn, Niederlande),
Küvettenhalter, rotierendem Magnet und einer LED-Lichtquelle von M. Schröder (IfU,
Lichtenau) bereitgestellt (Abbildung 3.8). Von Hauptkulturen wurden Aliquots (3 ml,
OD600 = 3) entnommen, zweimal in 2 ml Zitratpuffer-EDTA sowie einmal in Zitratpuffer
gewaschen und in 3 ml Zitratpuffer resuspendiert. Die Suspension wurde in eine qua-
derförmige Küvette mit Rührmagneten überführt und die Messung der Transmission bei
einer Wellenlänge von λ= 600 nm gestartet. Nach einminütiger Äquilibrierung wurden
10 mM der zu testenden Ionen zu der Zellsuspension gegeben.
2.2.3.3 Analytinduzierte Anlagerung von AuNP an Sensorzellen
Entwicklung eines modularen Systems für die extrazelluläre Präsentation von Proteinen
Für den YSD wurde ein modulares System entwickelt, in dem der Austausch einzel-
ner Komponenten durch Restriktion und Ligation möglich ist. Potentielle Module (Se-
kretionssignal, Effektor- und Ankerproteine) sind in Tabelle 3.3 aufgelistet. Diese wurden
auf Schnittstellen möglicher Restriktionsenzyme1 mittels multiplen Sequenzalignment clu-
stalΩ untersucht. Die Amplifikation der Module erfolgte mittels in Tabelle C.1 angegebener
Primer entweder von genomischer DNA aus S. cerevisiae BY4741 bzw. von in der Arbeits-
gruppe vorhandenen Vektoren (nicht aufgelistet). Einzelne Module wurden in den Vektor
pJET1.2blunt ligiert und in E. coli transformiert.
Fluoreszenzmikroskopie
Die Evaluation von Ankeproteinen basierte auf mikroskopischen Aufnahmen von
entsprechend transformierten Hefen mittels Fluoreszenzmikroskop Axio Observer.Z1
und zugehöriger Kamera AxioCam Mrm camera. Dazu wurden z-stacks (Ebenenab-
stand um 0,2 μm) aufgenommen (Objektiv: LCI Plan-Neofluar 63 x/1,3 Imm Korr DIC
M27; Fluoreszenzbilder: Reflektor: 38 HE Green Fluorescent Prot λAnregung = 470 nm,
1Voraussetzung war die 100 %ige Aktivität in CutSmart Restriktionspuffer bei 37 ◦C
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λEmission = 509 nm, Belichtungsdauer 1,5 s; Differentialintereferenz Kontrast: Reflektor:
DIC Refl.light λAnregung = λEmission = 550 nm, Belichtungsdauer 132 ms). Die Auswertung
der Bilder erfolgte mit der frei verfügbaren Software FIJI (vgl. Abbildung 2.1) [294].
Die subjektiv bestimmte Abbildung von der Äquatorialebene einer Zelle wurde für die
Darstellung in Abbildung 3.12 genutzt.
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Abbildung 2.1: Fluoreszenzmikroskopie von mittels YSD präsentiertem eGFP. Aufgenommen wur-
den z-stacks von Fluoreszenz- und Hellfeldaufnahmen mit einem Abstand zwischen einzelnen Ebenen von
ca. 0,2 μm. Die Äquatorialebene einer Zelle wurde subjektiv bestimmt und für die Abbildung sowie für die
Evaluation des YSD genutzt.
Präinkubation von AuNP in Rinderserumalbumin
Für die Präinkubation von AuNP mit Rindeserumalbumin (BSA) wurden frisch ange-
setzte und sterilfiltrierte BSA-Stammlösungen (1 g/l) verwendet. Die Präinkubation erfolgte
über mindestens zwei Stunden bei 4 ◦C, das Reaktionsgefäß wurde über den Zeitraum per-
manent bewegt (Rotationsscheibe, 10 rpm). Präinkubierte AuNP wurden maximal 14 Tage
bei 4 ◦C im Dunkeln gelagert.
Maskierung von Hefen
Für die Inhibition unspezifischer Anlagerung von AuNP an Sensorhefen wurden auch
die Zellen mit BSA in verschiedenen Konzentrationen durch Waschen mit BSA-Lösungen
blockiert. Hierzu wurden Verdünnungen aus frisch angesetzter und steril filtrierter BSA
Stammlösung (10 g/l) verwendet. Zellen von Hauptkulturen wurden abzentrifugiert und
zweimal in entsprechenden BSA-Lösungen resuspendiert.
Analytinduzierte Anlagerung von AuNP
Hauptkulturen wurden mit einer OD600 = 0,5 angeimpft. Das verwendete Medium wur-
de vorher auf 30 ◦C temperiert. Nach zweistündiger Kultivierung erfolgte die Zugabe von
Diclofenac bzw. dem Lösungsmittel, Wasser. Für die Analyse der Anlagerung von AuNP
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wurden Zellen äquivalent zu 10 ml OD600 = 1 abzentrifugiert, einmal in ddH2O gewaschen,
in 2 ml ddH2O resuspendiert, für die Messung von Duplikaten in zwei Fraktionen geteilt
und erneut abzentrifugiert. Die Pellets wurden in 1 ml präinkubierte AuNP resuspendiert
und für zwei Minuten bei 20 ◦C und 800 rpm im Thermomixer inkubiert. Nach Zentrifugati-
on (4 000 x g, 1 min, 20 ◦C) wurden die Überstande vorsichtig mit einer Pipette abgenommen
und im Spektrophotometer bei einer Wellenlänge von λ= 523 nm gemessen (OD523 S). Par-
allel ab der Inkubation im Thermomixer wurde ein Aliquot von 1 ml der AuNP mitgeführt,
ebenfalls abzentrifugiert und die optische Dichte des Überstandes bei einer Wellenlänge
von λ= 523 nm gemessen (OD523 A). Der Anteil der gebundenen AuNP wurde an Hand
nachfolgender Gleichung bestimmt:
Anteil / % = 100 - OD523 S x 100OD523 A
Sobald mit AuNP-Lösungen gearbeitet wurde, fanden auf Grund der Sensitivität der AuNP
sämtliche Schritte bei verringerter Lichtintensität statt (M. Ansorge, AG Biophysikalische
Chemie, Universität Leipzig, pers. Kommunikation).
2.3 Verwendete Software und statistische Analyse
In dieser Arbeit wurde eine Vielzahl unterschiedlicher Software verwendet. Aus Gründen
der Übersichtlichkeit werden sie im Folgenden kurz erläutert.
Tabelle 2.9: Software
Software Erläuterung Quelle
ApE A plasmid Editor v2.0.7: Genutzt für: Primerdesign, Modu-
lierung des YSD auf DNA-Ebene, Kontrolle von Restrikti-
onsschnittstellen, Datenbank der Modulbibliothek (auf DNA-
Ebene)
c©2003-2008 Da-
vis, M. W.
BLAST Basic Local Alignment Search Tool : Überprüfung auf Spezi-
fität designter Primer, Auswertung von Sequenzierungen
[295]
clustalΩ multiples Sequenzalignment: Suche nach Restriktionsschnitt-
stellen in potentiellen Modulen des YSD, Alignment von Se-
quenzierungen
[296]
FIJI FIJI is just ImageJ: Auswertung von mikroskopischen Abbil-
dungen
[294]
GChemTable GChemTable V0.14.10: Informationen über Ionenradii c©2002-2007,
2012 Bréfort, J.
Inkscape Erstellung von graphischen Darstellungen c©1989, 1991
Free Software
Foundation, Inc.
Fortsetzung siehe nachfolgende Seite
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Fortsetzung von vorangegangener Seite
Software Erläuterung Quelle
LALIGN European Bioinformatics Institute: Local Alignment tool : Aus-
wertung von Sequenzierungen
[297]
R RStudio Version 1.0.143: statistische Auswertung c©2009-2016
RStudio, Inc.
Anmerkung zur Auswertung der DCF-induzierten Anlagerung von AuNP an Sensorhefen
Für die statistische Analyse des Anteils an AuNP, welche sich infolge der Inkubation
von Sensorhefen in DCF an die Zellwände angelagert haben, wurde der Boxplot gewählt.
Details siehe Bildunterschrift in Abbildung 2.2.
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Abbildung 2.2: Boxplot. Dargestellt ist ein beispielhafter Boxplot und dessen Eigenschaften:
IQR = Interquartilabstand (Lage der Daten zwischen Q1 und Q3); Maximum = der größte Wert im Da-
tensatz, wenn 1,5 x IQR + Q3 größer als dieser ist; Q3 = oberes Quartil (Maximum von 75 % der Daten);
Median = mittlerer Wert; Q1 = unteres Quartil (Maximum von 25 % der Daten); Minimum,= der kleinste
Wert im Datensatz, wenn Q1 - 1,5 x IQR kleiner als dieser ist; Ausreißer = Daten, die außerhalb des darge-
stellten Maximums bzw. Minimums liegen. Angaben des verwendeten Paketes zur statistischen Darstellung:
ggplot2 in R [298].

Ergebnisse 41
3 Ergebnisse
In dieser Arbeit wurden drei alternative Auslesemöglichkeiten für Ganzzellsensoren hin-
sichtlich ihrer Funktionalität und Anwendbarkeit evaluiert. Angestrebt wurde die Möglichkeit
einer photometrisch detektierbaren Antwort der Sensorzelle auf einen Analyten. Eine weitere
Herausforderung war ein möglichst einfacher experimenteller Aufbau, sodass der komplette
Sensor in miniaturisierbaren Endgeräten implementiert werden kann.
Die hefeeigenen Verhaltensweisen Morphologieänderung und Flokkulation beeinflussen
die Lichtadsorption und Streuung einer entsprechenden Zellsuspension. Die Morpholo-
gieänderung wird in der Hefe S. cerevisiae über die pheromoninduzierte MAPK-Signalkaskade
induziert (vgl. Abbildung 1.3). Der Einfluss der Morphologie auf die Streuung von Licht
wurde bestätigt (Abschnitt 3.1). Durch die Arbeiten von A. Groß ist der Promotor des
kodierenden Gens für die saure Phosphatase Pho11p (PHO11 ) bereits charakterisiert und
von Godard et al. der Promotor des kodierenden Gens der Aminosäurepermease Agp1p
(AGP1) beschrieben worden [61, 153]. Darauf aufbauend wurde der Genlokus für den
α-Faktor, MFα1, unter Kontrolle dieser Promotoren kloniert. Die Expression des Phe-
romons mit den beschriebenen Auswirkungen auf die Zellform (Abschnitt 1.3.1) erfolgt
somit unter Phosphat- bzw. Ammoniummangel: die Morphologieänderung wurde sowohl
im ”lights-on“ (Abschnitt 3.1.2) als auch im ”lights-off “ Modus (3.1.3) verfolgt.
Die Flokkulation sollte durch die analytinduzierte Expression des flokkulins Flo1p erfolgen.
Dies war auf Grund von Schwierigkeiten mit der Klonierung des Gens jedoch nicht erfolg-
reich (Abschnitt 3.2.1). Daher wurde der Transkriptionsaktivator Flo8p (vgl. Abschnitt
1.3.2) zunächst konstitutiv exprimiert und die Bildung von multizellulären Aggregaten
beobachtet (Abschnitt 3.2.2). Anschließend wurde die Abhängigkeit der Flokkulation von
verschiedenen Kationen überprüft (Abschnitt 3.2.3) und ein experimentelles Setup für
die automatisierte Messung der Flokkulation realisiert (Abschnitt 3.2.4). Final sollte die
analytinduzierte Flokkulation verfolgt werden (Abschnitt 3.2.5).
Als hefefremdes System wurde die Adsorption von AuNP an funktionalisierte Sensorzellen
untersucht (Abschnitt 3.3). Zunächst war die Etablierung eines modularen Systems zur
Präsentationen von Gold bindenden Peptiden auf der Oberfläche von Hefezellen zielführend
(Abschnitt 3.3.1). Im Anschluss mussten unspezifische Anlagerungen von AuNP inhibiert
und Parameter für die gezielte Adsorption wie Zellzahl, AuNP-Konzentration und Inkubati-
onsdauer eingestellt werden (Abschnitt 3.3.2). Mit diesem Setup konnte die analytinduzierte
Adsorption von AuNP verfolgt werden (Abschnitt 3.3.3).
3.1 Analytinduzierte Morphologieänderung
Die Auswirkungen der Zellmorphologie auf die Lichtstreuung wurde bereits in vitro für
die Charakterisierung und Unterscheidung von pathogenen zu gesunden humanen Zellen
genutzt [187]. Das partielle Längenwachstum der Hefe in Richtung der Pheromonquelle ist
umfassend als ”shmoo“-Effekt beschrieben worden (vgl. Abschnitt 1.3.1). Inwiefern dieses
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Verhalten als Auslesemöglichkeit für einen Ganzzellsensor genutzt werden kann, wird im
nachfolgenden Abschnitt untersucht.
3.1.1 Charakterisierung der Morphologieänderung: Auswirkung des ”shmoo“-
Effektes auf die optische Dichte einer Zellsuspension
Um die Auswirkungen des ”shmoo“-Effektes auf die optische Dichte einer Zellsuspen-
sion zu untersuchen, wurden zunächst Vorversuche mit Hefen des Stammes BY4741Δbar1
(MAT a) durchgeführt. Diesem Zelltyp fehlt das Gen der Endopeptidase Bar1p, welche den
α-Faktor im extrazellulären Milieu hydrolysiert (vgl. Abschnitt 1.1.3). Grund für die Wahl
war die erhöhte Sensitivität von BY4741Δbar1 gegenüber dem Pheromon α-Faktor, was
zu zellulären Reaktionen auch bei geringen Pheromonkonzentrationen führt [299].
Entsprechende Hauptkulturen wurden nach zwei Stunden Inkubation mit 1 μM α-Faktor bzw.
dem entsprechenden Lösungsmittel versetzt. Stündlich erfolgte eine Probennahme, wobei
Zellen mittels Ethanolfixierung konserviert und anschließend eingefroren wurden. Zum
Zeitpunkt der Analyse wurden die Zellen rehydratisiert und mikroskopisch sowie durch-
flusszytometrisch analysiert (Abbildung 3.1). Durch eine softwaregesteuerte, automatisierte
Analyse der Zellmorphologie sollte zunächst die manuelle Charakterisierung umgangen
werden. Die Arbeiten von M. Jahn bildeten dafür die Grundlage [300]: in mikroskopischen
Abbildungen werden einzelne Zellen detektiert, eine Ellipse um die Zelle gelegt und die
Exzentrizität mittels berechneter Brennpunkte und Länge der Zelle bestimmt (vgl. Abbil-
dung 3.6 in [300]). Von M. Schröder (Institut für Umweltanalytik GmbH (IfU), Lichtenau)
wurde freundlicherweise ein Skript in Matlab bereitgestellt, welches die notwendigen
Berechnungsgrundlagen enthält. Sofern die Zellen eindeutig vom Hintergrund abgegrenzt
werden konnten, war die Auswertung problemlos möglich. Dies war jedoch nur bei einer
Minderheit aller Zellen eines Bildes der Fall. Ein Großteil der Zellen wurde nicht korrekt
erkannt oder durch Kontakt zweier Zellen die Exzentrizität fehlerhaft berechnet. In Summe
wurde daher diese Analytik auf Grund des immensen Fehlers nicht weiter verfolgt und die
Hefen manuell charakterisiert bzw. vermessen.
Zu Beginn des Versuches wiesen beide Kulturen eine ähnliche Verteilung der Zellmor-
phologien auf. Ca. 2/3 der Hefen waren durch eine runde Zellform ohne Knospen bzw.
”shmoo“-Effekt (”unbudding“) gekennzeichnet. Alle weiteren Hefen wiesen Knospen un-
terschiedlicher Größe auf (”knospend“), befanden sich also in Zellteilung. Nahezu alle
Zellen konnten zweifelsfrei in die entsprechenden Kategorien eingeteilt werden. Hefen
mit ”shmoo“-Morphologie konnten in keiner Kultur detektiert werden. Diese Verhältnisse
blieben über den gesamten Zeitraum bei der Kultur ohne Zugabe von α-Faktor in etwa
konstant. Zwischen drei und fünf Stunden nach Ansetzen der Hauptkultur (=̂ einer bis
drei Stunden nach Zugabe des Lösungsmittels des α-Faktor) wurde eine leicht erhöhte
Anzahl knospender Zellen festgestellt. Diese Beobachtung korreliert mit dem Beginn der
exponentiellen Wachstumsphase der Hefekulturen (Daten nicht gezeigt). Die Verteilung
der im forward scatter detektierten Streuung blieb über diesen Zeitraum in etwa konstant.
Lediglich nach acht Stunden wurde das Maximum um ca. + 40 willkürliche Einheiten (w. E.)
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Abbildung 3.1: Morphologieänderung von Hefen in Abhängigkeit des Pheromons α-Faktor (αF).
Hefen des Stammes BY4741Δbar1 wurden mit (blau) bzw. ohne (gelb) 1 μM α-Faktor über einen Zeitraum
von 8 h inkubiert. Stündlich genommene Proben wurden entweder für die mikroskopische oder durchfluss-
zytometrische Auswertung fixiert. Für die Charakterisierung der Morphologie wurden je Zeitpunkt mikro-
skopische Aufnahmen von ≥ 100 Zellen ausgewertet und die Zellformen in ”knospend“, ”uneindeutig“,
”shmoo“ und ”nicht-knospend“ (”unbudding“) entsprechend der Beispiele eingestuft. Mittels Durchfluss-zytometrie wurden je Probe und Zeitpunkt 50 000 Hefen vermessen. Die Streuung des Lichts im forward
scatter (FSC) ist im unteren Panel dargestellt, der Anteil der Zellen ebenfalls in % angegeben.
verschoben. Die Zellmorphologie war im Widerspruch dazu jedoch unauffällig: Nach wie vor
waren 2/3 der Zellen als unbudding und 1/3 im Stadium der Zellteilung zu charakterisieren.
Die Größe der Zellen blieb ebenfalls mit einem Durchmesser von 4,1± 0,6 μm (0 h Induk-
tion) bzw. 3,9± 0,7 μm (8 h Induktion) nahezu unverändert (vgl. Tabelle 3.1). In späteren
Versuchen wurden in Minimalmedium (MM) kultivierte Hefen mittels Durchflusszytometrie
vermessen und wiesen ebenfalls ein Maximum im forward scatter um 160 w. E. auf (Daten
nicht gezeigt). Durch Nährstofflimitation wird in Hefen der cell wall integrity Signalweg
induziert, wodurch der Umbau der Zellwand hin zu einer verstärkten Form eingeleitet
wird [34, 301]. So könnte die zehnstündige Kultivierung im batch-Modus ebenfalls über
diesen Signalweg zur Biosynthese einer entsprechend kompakteren Zellwand geführt haben.
Dies resultiert gegebenenfalls in erhöhter Streuung von Licht, wie es in beiden Fällen
detektiert wurde.
Die Zugabe von α-Faktor löste eine deutliche Reduktion knospender Zellen aus, ein
möglicher Hinweis auf den Pheromon-induzierten Zellzyklusarrest (vgl. Abschnitt 1.1.3).
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Parallel dazu sank die Zahl der Hefen mit nicht-knospender Morphologie von 2/3 bis auf
nahezu null nach achtstündiger Inkubation in Anwesenheit des α-Faktors. Im Gegensatz da-
zu war die zunehmende Bildung der typischen ”shmoo“-Morphologie zu beobachten. Dieser
Effekt war bereits nach einstündiger Induktion bei 22 % der Zellen zu erkennen, erhöhte sich
auf 75 % nach zweistündiger Induktion und war bei nahezu allen Zellen nach achtstündiger
Induktion der Hefen zu beobachten. Parallel dazu nahm die durchschnittliche Zellgröße (ma-
ximaler Durchmesser ohne Krümmung) deutlich zu: von 3,8± 0,6 μm zu 4,3± 0,9 μm (1 h
Induktion), 6,5± 1,2 μm (3 h Induktion) und 10,4± 2,9 μm nach achtstündiger Induktion in
α-Faktor. Die Erhöhung der Zellgröße konnte im Durchflusszytometer detektiert werden: die
Verschiebung des Maximums nahm relativ zur Negativkontrolle um 25 w. E. (2 h Induktion)
bzw. 40 w. E. (3 h Induktion) und um 100 w. E. (8 h Induktion) zu. Zwar impliziert auch die
Bildung des ”shmoo“ einen massiven Umbau der Zellwand (vgl. [105]), jedoch scheint den
gemessenen Werten zufolge die Größe den entscheidenderen Einfluss auf die Streuung des
Lichtes zu haben (vgl. auch [302]).
Im nächsten Schritt wurde darauf aufbauend überprüft, inwiefern diese Veränderung
mittels Photometer verfolgt werden kann. Aus den theoretischen Grundlagen der Photome-
trie sowie den bisher erzielten Ergebnissen lassen sich folgende Voraussetzungen ableiten,
welche für eindeutige Aussagen photometrischer Daten erfüllt sein sollten:
1. Die Zellzahl muss entweder über den Versuchszeitraum konstant bleiben oder aber
auf eine definierte Zellzahl eingestellt werden.
2. Die Hefen müssen einen vergleichbaren Status der Zellwand aufweisen.
3. Für eindeutige Aussagen sollte der Messbereich der optischen Dichte im linearen Be-
reich liegen.
Da der Eingriff in den Zellzyklus zum Erhalt einer konstanten Zellzahl permanente Kon-
trollen der Zellvitalität und Funktionalität des Biosensors voraussetzt, wurde der Handhab-
barkeit halber die Abhängigkeit der optischen Dichte von Zellen mit und ohne ”shmoo“-
Morphologie bestimmt. Die Zellen nach achtstündiger Inkubation mit und ohne α-Faktor aus
dem vorangegangenen Versuch erfüllten nicht nur weitestgehend die Voraussetzung 2, son-
dern wiesen auch eine in diesem Zusammenhang einheitlich kategorisierbare Morphologie
auf. Von entsprechend verdünnten Suspensionen (der lineare Bereich der optischen Dich-
te bei einer Wellenlänge von λ= 600 nm (= OD600) lag bei S. cerevisiae zwischen 0 und
0,3; Daten nicht gezeigt) wurde die Abhängigkeit der OD600 von der Zellzahl bestimmt.
Aus nachfolgenden Versuchen (vgl. Abschnitt 3.1.2) sind zusätzlich Charakteristika einer
Hefekultur aufgeführt, welche in Minimalmedium kultiviert wurde (Tabelle 3.1). Die dar-
gestellten Messwerte beruhen auf der Analyse von rehydratisierten Zellen. Eine gewisse
Schrumpfung durch die Ethanolfixierung ist nicht auszuschließen. Dieser Effekt sollte aber
für alle Zellen gleich und so keine artifizielle Verfälschung der Messwerte verursacht worden
sein. Die Daten der Hefen ohne ”shmoo“-Effekt (Tabelle 3.1) belegen den Zusammenhang
zwischen optischer Dichte einer Zellkultur sowie deren Alter, welcher sich durch die Er-
gebnisse der Durchflusszytometrie (Abbildung 3.1) angedeutet hat. Obwohl die Größe der
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Zellen keine Unterschiede aufwies, war die optische Dichte, also die Summe aus Lichtab-
sorption und -streuung, einer Hefekultur nach dreistündiger Inkubation in frischem Medium
(3,8 x 107± 4,1 x 106 Zellen/ml bei OD600 =1) nur 0,6 mal so hoch wie die OD600 von
gealterten Zellen (2,3 x 107± 3,5 x 106 Zellen/ml bei OD600 =1). Dieser Unterschied muss
zwingend beachtet werden, wenn die Auswirkung der Morphologie auf die optische Dichte
einer Zellkultur untersucht wird (vgl. Bedingung 2).
Tabelle 3.1: Abhängigkeit der optischen Dichte von Zellzahl, Morphologie und Inkubationsbedin-
gungen. Zellen des Stammes BY4741Δbar1 wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Kultivierung
in YPD mittels EtOH fixiert. Rehydratisierte Hefen wurden unterschiedlich stark verdünnt und die ent-
sprechende Zelldichte mittels Thoma-Zählkammer bestimmt. Vergleichend dazu sind entsprechende Daten
von Hefen selben Stammes aufgeführt, welche mit dem Plasmid p426-PHO11-MFα1 transformiert wurden
(vgl. Abschnitt 3.1.2 sowie Abbildung 3.2) und in Minimalmedium (MM) gewachsen sind. Die Zellgröße
wurde an Hand mikroskopischer Abbildungen mittels der open source Software FIJI ausgewertet [294]. Die
angegebene Zellzahl je ml wurde auf OD600 = 1 normalisiert. Mittelwert ± Standardabweichung, n≥ 50
Kultur Medium Alter der
Kultur
Zellgröße Zellzahl/ml bei
OD600 = 1
kein ”shmoo“ YPD 3 h 3,8± 0,6 μm 3,8 x 10
7± 4,1 x 106
12 % ”shmoo“
1 MM 3 h 4,2± 0,5 μm 2,1 x 107± 3,7 x 106
kein ”shmoo“ YPD 10 h 3,9± 0,7 μm 2,3 x 10
7± 3,5 x 106
95 % ”shmoo“ YPD 10 h 10,4± 2,9 μm 8,9 x 10
6± 1,8 x 106
Bei vergleichbarem Alter der Zellkulturen resultierte der ”shmoo“-Effekt in einer Erhöhung
der OD600 um den Faktor 2,6± 0,22. Ist also die Zelldichte einer Suspension bekannt,
können Zellen eindeutig (sofern gleich alt und im vergleichbaren Medium gewachsen)
über die optische Dichte hinsichtlich ihrer Morphologie charakterisiert werden. Rein prak-
tisch betrachtet bleibt jedoch die Bestimmung der Zellzahl als Fehlerquelle bestehen.
Erfahrungsgemäß lassen sich Zellsuspensionen mit einer Dichte von 7,5 x 106 Zellen/ml
(=̂ 30 Zellen je Großquadrat) bis 10 x 106 Zellen/ml (=̂ 40 Zellen je Großquadrat) mittels
Thoma-Zählkammer sinnvoll bestimmen: höhere Zelldichten führen leichter zu doppelt oder
nicht gezählten Zellen und dadurch bedingte Abweichungen. Geringere Dichten implizieren
einen höheren Fehler bei ungleichmäßig verteilten Zellen und damit eine höhere Varianz.
Wie aus Tabelle 3.1 hervorgeht, beträgt die Abweichung generell Werte zwischen 10 % und
20 %. Dennoch sollte durch den größeren Einfluss der Zellgröße auf die optische Dichte
(260 %) die Morphologie als Auslesemöglichkeit Anwendung finden können. Entsprechende
Versuche werden im Folgenden beschrieben.
3.1.2 Die Morphologieänderung von S. cerevisiae kann im lights-on Modus
mikroskopisch analysiert werden
Um die analytabhängige Morphologieänderung von Hefen im ”lights-on“-Modus zu ver-
folgen, wurde die Hefe BY4741Δbar1 mit dem multicopy Plasmid p426-PHO11-MFα1
transformiert (ca. 20-30 Kopien je Zelle [303]). Grund für die Wahl des Plasmidrückrats
1Probe aus dem Versuch zur kontrollierten Morphologieänderung, vgl. Kultur nach 3 h Induktionsdauer in Abbil-
dung 3.2
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waren Arbeiten von A. Groß, welche vergleichend genutzt werden konnten. In diesen wurde
das Gen einer modifizierten Version des grün fluoreszierenden Proteins (eGFP) downstream
von PHO11 kloniert. Die Genexpression stand somit unter Kontrolle des Phosphatgehalts im
Medium und sollte bei Phosphatmangel hochreguliert werden (vgl. auch Abschnitt 1.1.1).
In der vorliegenden Arbeit sollte die induzierbare Morphologieänderung von BY4741Δbar1 -
p426-PHO11-MFα1 auf Grund von Phosphatmangel untersucht werden (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Induzierte Morphologieänderung bei Phosphatmangel von Sensorzellen. Hefen des
Stammes BY4741Δbar1 wurden mit dem Plasmid p426-PHO11-MFα1 transformiert und in Minimalme-
dium (Negativkontrolle, NK) oder Phosphatmangelmedium (induziert) kultiviert. In indizierten zeitlichen
Abständen wurden Aliquots der Kulturen fixiert und mikroskopisch hinsichtlich der Morphologie (vergleich-
bar zu den Kategorien in Abbildung 3.1) analysiert.
Für Vorversuche wurden Hauptkulturen in MM (Negativkontrolle, NK) bzw. Phos-
phatmangelmedium (Plim, induziert) mit einer Zelldichte von 1 x 107 Zellen/ml ange-
setzt. Zu angegebenen Zeitpunkten wurden Hefen fixiert und anschließend mikroskopisch
analog zu den Kategorien aus Abbildung 3.1 charakterisiert (Abbildung 3.2). Zu Beginn
der Kultivierung in den entsprechenden Medien waren beide Kulturen durch vergleichbare
Verhältnisse der Zellmorphologien gekennzeichnet. Der überwiegende Anteil der Zellen
wies typische Morphologien nicht-knospender Hefen auf. Ca. 12 % der Zellen waren durch
”shmoo“-Morphologie charakterisiert. Das könnte auf die PHO11 -bedingte Basalexpression
(vgl. Abbildung 3.18 in [153]) des Pheromons zurückgeführt werden. Geringe Anteile der
Zellpopulationen befanden sich entweder in Teilungsphase oder konnten nicht eindeutig
zugeordnet werden. Diese Verteilung war auch nach dreistündiger Induktion zu beobachten
und blieb darüber hinaus bei der Negativkontrolle über den gesamten Versuchszeitraum
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konstant. Hefen, welche über sechs Stunden in Plim kultiviert wurden, waren durch eine
leicht erhöhte Anzahl (18 %) mit ”shmoo“-Morphologie gekennzeichnet. Parallel dazu
verringerte sich der Anteil von als ”unbudding“ charakterisierte Zellen. Wird die notwen-
dige Dauer zur Sekretion und Akkumulation von α-Faktor (vgl. [52]), der Zeitraum für
die Änderung der Zellmorphologie (vgl. Abbildung 3.1) und die Ansprechzeit des PHO11
Promotors (vgl. [153]) addiert, so entspricht die Veränderung der Morphologie in diesem
Versuch nach sechs bis zehn Stunden den Ergebnissen aus vorangegangenen Arbeiten.
Diesen Daten zu Folge kann also durch analytinduzierte Biosynthese des Pheromons
α-Faktor die Morphologie der Hefe S. cerevisiae BY4741 verändert werden: als Antwort
auf Phosphatmangel wurde der ”shmoo“-Effekt beobachtet. Die geringen Unterschie-
de zwischen induzierten und nicht induzierten Zellen ließen jedoch im Zusammenhang
mit dem bereits festgestellten methodischen Fehler keinerlei signifikante Unterschiede
der OD600 erwarten. Die Messung der OD600 war zumindest mit diesem einfachen Ver-
suchsaufbau für eine entsprechende Quantifizierung wenig realistisch. Eine Erhöhung der
eingesetzten Zellzahl in Plim könnten zu höheren Konzentration von α-Faktor und damit
eindeutigeren Effekten führen. Auch ein Zweikammersystem mit A) Sensorzellen für die
Sekretion von α-Faktor und B) Zellen zur Morphologieänderung können diskutiert werden
(vgl. Abschnitt 4.1.3). Die zentrale Herausforderung des großen Einflusses der Zellzahl auf
die Lichtstreuung und damit einhergehender Fehlermöglichkeiten bleibt bestehen.
Offenbar ist mit dem bisher verwendeten experimentellen Setup das Verfolgen der Mor-
phologieänderung im ”lights-on“-Modus nicht möglich. Nachfolgend sollte daher die
Verringerung des ”shmoo“-Effektes im ”lights-off “-Modus untersucht werden.
3.1.3 Die Morphologieänderung von S. cerevisiae im lights-off Modus konn-
te nicht beobachtet werden
Für die folgenden Versuche wurden Hefen des Stammes BY4741Δbar1 verwendet, wel-
che mit dem Plasmid p426-AGP1-MFα1 transformiert wurden. Auf Grundlage der charakte-
risierten NCR (vgl. Abschnitt 1.1.1) steht die Expression von MFα1 unter Kontrolle des Am-
moniumgehalts des Mediums; die Biosynthese des Pheromons sollte durch Zugabe von Am-
monium reprimiert werden [61]. Vor- als auch Hauptkulturen wurden in Stickstoffmangel-
medium (Nlim) mit 10 mM Prolin als primäre Stickstoffquelle kultiviert und Hauptkulturen
nach dreistündiger Inkubation mit 10 mM (NH4)2SO4 (induziert) bzw. der entsprechenden
Menge Wasser versetzt (Negativkontrolle, NK). Zu indizierten Zeitpunkten wurden Aliquots
entnommen und für mikroskopische Analysen fixiert (Abbildung 3.3). Bei beiden Proben
blieben die Verhältnisse der Zellmorphologien in etwa konstant. Interessanterweise konnte
zu Beginn des Versuches nur bei 10 % der Population die typische ”shmoo“-Morphologie
beobachtet werden. Dies steht zunächst im Widerspruch mit dem beschriebenen Signalweg
der NCR (Abschnitt 1.1.1). Ebenfalls wurde die Reprimierung des AGP1 Promotors durch
10 mM Ammonium von Godard et al. beschrieben [61]. Möglicherweise könnten Adaptions-
vorgänge und Desensitivierungen in Hefen und deren dadurch bedingte Vorteile bezüglich
des Wachstums dieses Verhalten erklären (vgl. auch Abschnitt 4.1.2) [304]. Offensichtlich
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ist also das experimentelle Setup so nicht für die entsprechende Analytik geeignet und bedarf
weitreichender Modifikationen (Abschnitt 4.1.3).
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Abbildung 3.3: Induzierte Morphologieänderung unter Zugabe von Ammonium. Hefen des Stam-
mes BY4741Δbar1 wurden mit dem Plasmid p426-AGP1-MFα1 transformiert und in Nlim (NK) bzw.
Nlim mit Zugabe von 10 mM (NH4)2SO4 (induziert) kultiviert. In indizierten zeitlichen Abständen wurden
Aliquots der Kulturen fixiert und mikroskopisch hinsichtlich der Morphologie (vergleichbar den Kategorien
zu Abbildung 3.1) analysiert.
Zusammenfassend lieferten die Experimente folgende Erkenntnisse: ein Zusammenhang zwi-
schen der optischen Dichte einer Lösung und der Zellmorphologie konnte gezeigt wer-
den. Daher könnte die Morphologieänderung prinzipiell als Auslesemöglichkeit für Hefe-
Ganzzellsensoren genutzt werden. Dies wurde, wenn auch nur auf Basis mikroskopischer
Analysen, im ”lights-on“ Modus gezeigt. Die methodisch bedingten Fehler des zu Grunde
liegenden Prinzips sind als kritischer Punkt einzustufen: die Herausforderungen hinsichtlich
des Vermessens einer definierten Zellzahl sind in jedem Fall stark fehlerbehaftet. Zusätzlich
ist das Re-Design des experimentellen Setups zwingende Voraussetzung für die Anwendung
(Abschnitt 4.1.3). Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde der Fokus auf die Evaluation der
Flokkulation sowie die gezielte Anlagerung von AuNP an Sensorhefen als Auslesemöglichkeit
gelegt.
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3.2 Auslesesystem für Hefe-Ganzzellsensoren auf der Basis von
Flokkulation
Durch harsche Umweltbedingungen wird die Zusammenlagerung von Hefezellen indu-
ziert. Der Schutz der inneren Zellmasse sowie eine ermöglichte passive Entfernung von dem
Umweltstress sind die biologischen Vorteile [198]. Die molekulare Grundlage für die asexuel-
le Aggregation ist die Proteinfamilie der zellwanddurchspannenden Flokkuline, insbesondere
Flo1p. Diese bilden in Abhängigkeit von Kalziumionen N-terminale, Lektin-ähnliche Binde-
domänen, mit denen Mannosereste auf der Wand proximaler Zellen erkannt und gebunden
werden können [217].
Ziel der folgenden Versuche war die Entwicklung eines Auslesesystems, mit welchem die Ex-
pression der Flokkuline und damit die Flokkulation in Abhängigkeit eines Analyten detektiert
werden kann. Dafür wurde der nicht-flokkulente Stamm S. cerevisiae BY4741 verwendet,
bei dem auf Grund einer Mutation in dem Gen des für die Expression von FLO1 notwen-
digen Transkriptionsaktivators FLO8 weder funktionales Flo8p noch Flo1p gebildet werden
kann (vgl. Abschnitt 1.3.2) [213, 221]. Somit sind Kreuzreaktionen weitestgehend ausge-
schlossen und eine beobachtete Flokkulation auf gentechnische Veränderungen der Hefe
zurückzuführen.
3.2.1 Klonierung von FLO1
In initialen Versuchen sollte die Flokkulation durch gezielte Expression des Flokkulins
Flo1p charakterisiert werden. Durch entsprechend designte Primer konnten DNA-Fragmente
mittels high-fidelity Polymerasen Q5 und Phusion R© amplifiziert werden, welche in etwa die
erwartete Länge des Gens FLO1 von 4,7 kb, aber auch Längen von etwa 2,8 kb (Daten nicht
gezeigt) aufwiesen (A in Abbildung 3.4). Die aufgereinigte DNA wurde in den Klonierungs-
vektor pJET1.2blunt ligiert und in E. coli Top10F’ transformiert. Mittels colony -PCR und
den hierfür verwendeten flankierenden Primen wurde das Insert amplifiziert und so Koloni-
en hinsichtlich korrektem Plasmid bzw. Ligationsprodukt überprüft. Hier konnte auch nach
mehreren Wiederholungen des kompletten Amplifikations- und Klonierungsprozederes nur
Inserts mit Größen zwischen 100 und 500 bp, jedoch keines mit der erwarteten Größe ampli-
fiziert werden (B in Abbildung 3.4). Isolierte und sequenzierte Plasmide wiesen größtenteils
Deletionen des repetitiven Bereiches bis zum 3’ oder 5’ Ende von FLO1 auf (C in Abbil-
dung 3.4). Darüber hinaus wurde bei wenigen Fällen die Insertion von Genfragmenten einer
Transposase mittels BLAST-Algorithmus festgestellt [295]. Schwierigkeiten mit der Klo-
nierung von FLO1 fanden in der Literatur bereits zu den Anfängen der Charakterisierung
von Flo1p Erwähnung. Auch hier wurden Deletionen in den repetitiven Bereichen des Gens
festgestellt (vgl. Abbildung 2 in [203]), obwohl für die Klonierung Rekombinase A defizien-
te Stämme (ΔrecA) von E. coli verwendet wurden. So publizierten Teunissen et al. eine
DNA-Sequenz, die sie FLO1 zuschrieben [216]. Ein Jahr später wurde von Watari et al.
die korrekte Sequenz veröffentlicht [307]. Bei Teunissen et al. handelte es sich schlichtweg
um FLO5, einem Paralog zu FLO1, dem u. a. 10 der 17 (135 bp langen) Wiederholungen
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Abbildung 3.4: Amplifikation und Klonierung von FLO1. A) Mittels entsprechend designter Primer
konnte DNA mit einer Länge von unter 5 kb aus dem Genom von S. cerevisiae BY4741 amplifiziert werden.
Das Fragment wurde in den Vektor pJET1.2blunt ligiert und in E. coli Top10F’ transformiert. B) Exemplari-
sches Ergebnis einer colony -PCR. Mittels flankierender Primer erfolgte die Amplifikation des Inserts. C) Se-
kundärstruktur von Flo1p nach [305]: rot =α-Helix, grün = β-Faltblatt, blau = Schleife, gelb = ungeordnete
Struktur. Darüber sind auf DNA-Ebene die Lage der Bereiche angegeben in dem sich wiederholende Se-
quenzen mit angegebener Länge und Sequenzidentität befinden (grauer Balken). Analyse nach [306]. M =
Marker (1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen)
(vgl. C in Abbildung 3.4) fehlen. Zusätzlich sind beide Gene an ihren 3’ und 5’ Termini
stark konserviert [203,216,307]. FLO1 konnte in ersten Veröffentlichungen zwar erfolgreich
mit dem E. coli Stamm DH5α kloniert werden, über die Effizienz wurde jedoch in keiner
der Publikationen eine Aussage getroffen [307, 308]. Auf dieser Grundlage wurde ebenfalls
DH5α, jedoch ohne Erfolg verwendet. Darüber hinaus wurden die E. coli Stämme SURE,
DH10B, 10β sowie HS996 verwendet, welche durch leichte Unterschiede des Genotyps ge-
kennzeichnet sind. Jedoch weisen alle Stämme bis auf SURE die charakteristische ΔrecA
Mutation auf. SURE ist durch die Deletion von recB und recJ gekennzeichnet. Diese Ge-
ne sind ebenfalls für die rekombinationsabhängige DNA-Reparatur essentiell [309]. Generell
sollten zwar alle verwendeten Stämme rekombinationsdefizient sein [310], jedoch konnte mit
keinem FLO1 erfolgreich kloniert werden. Diese Beobachtungen weisen auf ein mögliches,
systematisches Problem hin: Promotoren aus der Hefe können auch in E. coli aktiv sein. So
ist die Biosynthese von Flo1p mit letalem Effekt für das Bakterium nicht auszuschließen.
Der Nachweis von Transposasegenen bekräftigt dies, da durch deren Insertion in FLO1 der
letale Effekt möglicherweise minimiert und entsprechende Klone vital sind (S. Hennig, AG
Allgemeine Genetik, pers. Kommunikation). Final war es nur mit dem E. coli Stamm SURE
möglich, ein DNA Fragment mit einer Größe von 2,8 kbp zu klonieren. Dieses Fragment
enthielt das vollständige Gen von Flo5p. Offensichtlich konnten die Primer ebenfalls an den
Termini von FLO5 binden, was auf die hohe Übereinstimmung dieser Bereiche mit denen
von FLO1 zurückzuführen ist [203]. Da mit Flo5p jedoch laut Literatur nur eine geringer
ausgeprägte Flokkulation zu erwarten wäre (vgl. Abbildung 8 in [311] und Abbildung 5
in [312]), sollte in dieser Arbeit die Induktion der Flokkulation weiter durch einen indirekten
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Ansatz verfolgt werden: Grundlage dafür ist der Transkriptionsfaktor Flo8p. Flo8p ist für die
Verdrängung des Repressorkomplexes Tup1p-Ssn6p-Sfl1p von FLO1 notwendig (vgl. Abbil-
dung 1.4). Das Gen des Aktivators ist in S. cerevisiae BY4741 durch eine in-frame Mutation
gekennzeichnet, welche zum Abbruch der Proteinbiosynthese führt [221]. Damit kann kein
funktionaler Transkriptionsaktivator gebildet werden und die Expression von Flo1p bleibt
reprimiert. Durch Rekonstitution des Gens von Flo8p sollte untersucht werden, inwiefern
die Expression von FLO1 über diesen Umweg stimuliert werden kann.
3.2.2 Die Transformation von S. cerevisiae BY4741 mit p413-GPD-FLO8
induziert die Bildung multizellulärer Aggregate
Um diese Strategie zu verfolgen, wurde durch positionsspezifische Mutagenese der Aus-
tausch G608A in FLO8 (vgl. Abbildung 2 in [221]) korrigiert: durch entsprechend designte
Primer wurden zunächst zwei Fragmente des Gens mit korrekter Sequenz amplifiziert und
anschließend mittels overlap-extension-PCR fusioniert. Die so vorgenommene Rekonstituti-
on von FLO8 wurde durch Sequenzierung bestätigt. Um die Funktionalität zu evaluieren,
wurde das Gen in den Vektor p413-GPD unter Kontrolle des Promotors der Glycerinaldehyd-
3-Phosphat-Dehydrogenase (GPD) kloniert. Hierduch war eine relativ konstitutive Expres-
sion von FLO8 zu erwarten [292]. Über Nacht gewachsene Kulturen waren durch makro-
skopisch sichtbare multizelluläre Aggregate charakterisiert (Abbildung 3.5).
Abbildung 3.5: Rekonstitution von FLO8. Hefen des Stammes BY4741 wurden mit dem Plasmid p413-
GPD-FLO8 transformiert. Über Nacht kultivierte Hefen wiesen makroskopisch sichtbare Aggregationen auf.
Inwiefern und auf welchem Level der Transkriptionsaktivator Flo8p exprimiert wurde und
welche weiteren molekularen Vorgänge in diesem Zusammenhang abliefen, wurde im Rah-
men dieser Arbeit nicht untersucht. Offenbar scheint aber für eine Induktion der Flokkulation
von Hefen die anzunehmende Expression von Flo8p mit einhergehender Verdrängung des
FLO1 -Repressorkomplexes Tup1p-Ssn6p-Sfl1p (vgl. Abbildung 1.4) hinreichend zu sein. In
folgenden Experimenten wurden Parameter für einen experimentellen Aufbau zur Quantifi-
zierung der Flokkulation eingestellt, um das Potential dieses zellulären Effektes zur Anwen-
dung in der Ganzzellsensorik zu evaluieren.
3.2.3 Die Flokkulation setzt die Anwesenheit von Kalziumionen voraus
In ersten Versuchen wurde die Abhängigkeit der Flokkulation von verschiedenen Io-
nen untersucht. Wie in Abschnitt 1.3.2 dargestellt, sollte die notwendige Konformation der
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N-terminalen Domäne von Flo1p zur Bindung proximaler Mannosereste von Ca2+ abhängig
sein [218]. Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) wird in diesem Zusammenhang als Chela-
tor für Ca2+ genutzt, um potentiell gebundene Kalziumionen von Flokkulinen zu entfernen
(Abbildung 3.6). Flokkulierende Hefen wurden mit 50 mM EDTA (pH 4) gewaschen und in
CaCl2
waschen
EDTA
Abbildung 3.6: Die Flokkulation in BY4741-p413-GPD-FLO8 ist ein reversibler Prozess. Hefen des
Stammes BY4741 wurden mit dem Plasmid p413-GPD-FLO8 transformiert. Über Nacht kultivierte Hefen
wiesen makroskopisch sichtbare Aggregationen auf. Wurden diese Zellen in Zitratpuffer mit 50 mM EDTA
gewaschen und anschließend in demselben Puffer mit 10 mM EDTA resuspendiert, so war eine homogene
Zellsuspension zu erkennen (links). Demgegenüber stand die Bildung von Flokken, welche augenblicklich
nach Resuspension von gewaschenen Hefen in 10 mM CaCl2 beobachtet werden konnte (rechts).
10 mM EDTA (pH 4) resuspendiert. Makroskopisch war eine homogene Zellsuspension zu
erkennen (Abbildung 3.6, links). Wurde hingegen das gewaschene Pellet in 10 mM CaCl2
(pH 4) resuspendiert, so konnte sofort die erneute Bildung von Flokken beobachtet wer-
den (Abbildung 3.6, rechts). Diesem Ergebnis zu Folge ist auch die hier nachgewiesene
Flokkulation von Ca2+ abhängig.
Die korrekte Quantifizierung des Effektes wird in der Literatur kontrovers diskutiert
[197,313]. Alle recherchierten Methoden beruhen auf der Bestimmung eines Faktors, der sich
aus der Anzahl der Zellen in Aggregaten sowie der Hefen in Suspension berechnet. Dieser
ist sowohl von der genutzten Methode an sich als auch von dem verwendeten Hefestamm
abhängig. In der Literatur angegebene Werte sind somit nur relativ und für das jeweilige
Experiment gültig [197,313]. Auch die Gesamtzellzahl in einer Suspension ist ein kritischer
Parameter. Eine gewisse Zelldichte (”critical cell density method“) ist für die räumliche
Nähe von Hefen und damit zur Möglichkeit der Interaktion notwendig [217, 313]. In dieser
Arbeit wurde der Flokkulationsindex (IF) in Anlehnung an Soares et al. [293] folgendermaßen
bestimmt:
Gleichung 1) IF = P−DP
Für die Berechnung des IF für verschiedene Kationen sowie EDTA als Negativkontrolle
(Abbildung 3.7) wurden die Anteile der aggregierten (D) und nicht-aggregierten Hefen
(P) photometrisch bestimmt (Details vgl. Abschnitt 2.2.3.2). Ziel des Versuches war der
zur Literatur vergleichende Nachweis von Kalzium als essentielles Ion für die Flokkulati-
on [213, 217]. Parallel dazu sollte überprüft werden, inwiefern Fremdionen in einer Lösung
(so wie es in der Analytik von komplexen Matrizes zu erwarten wäre) die Flokkulation beein-
flussen können. Daher wurden Kationen mit ähnlichen, aber auch deutlich unterschiedlichen
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Radii (r) wie Ca2+ verwendet. Der Radius ist dabei von der Koordinierung des Ions im Pro-
tein abhängig. Bis zum Zeitpunkt dieser Arbeit lag noch keine detaillierte Literatur zur
Ca2+-bindenden Domäne von Flo1p vor und Aussagen über die effektive Länge von rCa2+
konnten nicht getroffen werden. Daher war es in diesem Zusammenhang sinnvoll, eine Band-
breite an Ionen mit verschiedenen Radii auf die Möglichkeit zur Induktion der Flokkulation
zu überprüfen (Abbildung 3.7 und Abschnitt B.1).
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Abbildung 3.7: Die Abhängigkeit der Flokkulation in BY4741-p413-GPD-FLO8 von verschiedenen
Ionen. Der Flokkulationsindex beschreibt das Verhältnis von Hefen in multizellulären Aggregaten und He-
fen in Suspension. Für eine bessere Vergleichbarkeit der Kationen sind deren Radii (r) in Abhängigkeit ihrer
Koordinierung im Protein (CN) dargestellt. Die Ionenradii wurden der GChemTable, V 0.14.10 entnommen.
Mittelwert ± Standardabweichung, n = 3.
Der IF lag bei Hefen nach Zugabe von EDTA bei 0,5. Theoretisch sollte er gegen null stre-
ben. Diese Diskrepanz deutet auf die Zentrifugations-bedingte Sedimentation von Zellen
hin, welche sich zumindest nicht in makroskopisch sichtbaren Aggregaten befanden. Alle
Kationen außer Ca2+ wiesen dazu vergleichbare Werte auf, übereinstimmend konnte auch
keine Flokkulation beobachtet werden. Einzig nach Zugabe von Ca2+ war die sofortige Bil-
dung der Aggregationen zu beobachten, entsprechend steht der berechnete IF von über 0,8
für die Bildung der interzellulären Verbindungen. Somit ist der IF zwar von sich aus als feh-
lerbelastet, für die Aussagekraft dieser Experimente jedoch als vollkommen zweckerfüllend
einzuschätzen. Den Ergebnissen zufolge, kann mit den hier verwendeten Hefen die Flok-
kulation auf robuste Weise, d. h. unabhängig von Fremdkationen quantifiziert werden. Die
automatisierte Messung in Echtzeit wurde in nachfolgenden Versuchen angestrebt.
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3.2.4 Aufbau zur Messung der Flokkulation im real-time Modus
Für die anvisierte Automatisierung der Quantifizierung der Flokkulation wurde ein Ver-
suchsaufbau von M. Schröder (IfU, Lichtenau) freundlicherweise konstruiert und bereitge-
stellt (A in Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Aufbau zur automatisierten Messung der Flokkulation. A) Durch eine Weißlicht-LED
wird Licht auf die Küvette gesendet und vom dahinter geschalteten Spektrophotometer mittels CCD-
Kamera detektiert. Das Photometer kann ferner über eine in Matlab geschriebene Software angesteu-
ert werden. Durch einen einstellbaren, rotierenden Magneten unterhalb des Küvettenhalters konnte ein
Rührmagnet in der Küvette zur Durchmischung der Suspension eingesetzt werden. B) Hefen wurden ent-
weder mit einem leeren Plasmid (BY4741-p413-GPD) oder FLO8 unter Kontrolle des GPD-Promotors
(BY4741-p413-GPD-FLO8) transformiert. Zellen einer Hauptkultur wurden in 50 mM EDTA gewaschen,
in Zitratpuffer (pH 4) resuspendiert und in die Messzelle überführt. Durch eingestellter Drehzahl des Ma-
gneten in der Küvette wurden Hefen in Suspension gehalten. Nach einminütiger Äquilibrierung erfolgte die
Zugabe von 10 mM EDTA oder Ca2+.
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Um Hefezellen in Suspension zu halten, musste die Sedimentation inhibiert, die Kultur also
in Bewegung gehalten werden. Dies konnte mittels einstellbarem rotierendem Magnet unter-
halb der Küvette realisiert werden. Auf der anderen Seite war es obligatorisch, die Drehzahl
für ein mögliches Absinken von multizellulären Aggregaten weitestgehend zu reduzieren.
Darüber hinaus könnte durch mechanisches Einwirken des Rührmagneten auf Flokken die
interzellulären Verbindungen gebrochen und einzelne Zellen aus diesen Aggregaten heraus-
gelöst werden [197]. Diese Vorgänge würden eine artifizielle Reduktion des IF implizieren
und mussten für die Richtigkeit der Ergebnisse weitestgehend ausgeschlossen werden. In
Vorversuchen mit resuspendierten Hefen in 10 mM EDTA wurde die minimale Drehzahl er-
mittelt, welche für eine dauerhafte (≥ 1 h) gleichmäßige Verteilung der Zellen erforderlich
war: durch die photometrische Messung der Transmission einer Zellsuspension konnte der
entsprechende Wert eingestellt werden. Die Drehzahl war ebenfalls für die Sedimentation
von multizellulären Aggregaten hinreichend (vgl. B in Abbildung 3.8).
Nach Zugabe von 10 mM Ca2+ zu einer Hefesuspension von BY4741 p413-GPD-
FLO8 konnte nach einem verdünnungsbedingten, sprunghaften Anstieg eine kontinuierli-
che Erhöhung der Transmission detektiert werden (B in Abbildung 3.8). Die Sedimentation
der gebildeten multizellulären Aggregate und somit die Reduktion der Anzahl der sich in
Suspension befindlichen Zellen war dafür die Ursache. Wie bereits in vorangegangenen Ex-
perimenten beobachtet wurde, erfolgte die Bildung der Flokken augenblicklich nach Zugabe
von Ca2+. Offensichtlich ist die Änderung der Konformation der N-terminalen Domäne von
Flo1p innerhalb kürzester Zeit abgeschlossen. Somit ist die Bildung der multizellulären Ag-
gregate hauptsächlich von der Summe erfolgreicher interzellulären Interaktionen abhängig.
Die kontinuierliche Bewegung der Suspension scheint für die hohe Geschwindigkeit der Flok-
kulation notwendig zu sein und sollte auch in einem zukünftigen Aufbau beachtet werden
(Abschnitt 4.2.3).
Die Zugabe von 10 mM EDTA zu Hefen desselben Typs sowie 10 mM EDTA bzw. Ca2+
zu Hefen, welche nicht mit p413-GPD-FLO8 transformiert wurden, löste über den beob-
achteten Zeitraum bis auf den Zeitpunkt der Zugabe der Lösungen keine Veränderung der
optischen Dichte aus. Damit konnte der Aufbau und das bisherige Setup als funktional
eingestuft werden.
Durch die vorangegangenen Versuche stehen sämtliche Parameter eines experimentellen Se-
tups zur Verfügung, mit dem die Bildung der multizellulären Aggregate in Echtzeit gemes-
sen werden kann. Die in initialen Experimenten beobachtete Flokkulation in MM impliziert
zusätzlich das autarke Arbeiten des Systems: zu Sensorzellen, die FLO8 unter Kontrolle ei-
nes induzierbaren Promotors besitzen, müssen bis auf die Versuchslösung keine Reagenzien
zugegeben werden, da die im verwendeten Medium befindliche Konzentration an Ca2+ für
die Flokkulation ausreichend ist. Der Aufbau besteht ferner aus kostengünstigen Bauteilen
und erfüllt somit sämtliche Ansprüche der Zielstellung dieser Arbeit. Von Bedeutung ist
auch die hohe Geschwindigkeit, mit der die interzellulären Verbindungen gebildet werden.
Somit stellt zumindest dieser Schritt keine zusätzliche Verzögerung der Ansprechzeit des
Sensors dar. Ferner ist die Reversibilität dieser Bindungen für die Wiederverwertbarkeit des
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Sensors von Bedeutung (Abschnitt 4.2.2). Der proof-of-principle im Zusammenhang mit der
Evaluation der Ansprechzeit des Sensors sollte in den folgenden Versuchen gezeigt werden.
3.2.5 Die Basalexpression von Flo8p ist für die Flokkulation ausreichend.
Um die induzierbare Flokkulation von Hefen zu messen, wurde die Expression von FLO8
unter Kontrolle der Modellanalyten DCF und α-Faktor gestellt. Entsprechend wurde das Gen
hinter die Promotoren von PDR5 (induziert durch Zugabe von DCF, vgl. auch Abschnitt
1.1.2 und 3.3.3) sowie FIG1 (induziert durch α-Faktor, vgl. Abschnitt 1.1.3) kloniert. Mit
p413-PDR5-FLO8 bzw. p413-FIG1-FLO8 transformierte Hefen bildeten jedoch nach Kul-
tivierung in MM bereits ohne zusätzliche Induktion multizelluläre Aggregate, welche sich
makroskopisch nicht von den bei BY4741-p413-GPD-FLO8 beobachteten unterschieden.
Möglicherweise könnte die unter den Promotoren FIG1 und PDR5 zu erwartende Basalex-
pression von Flo8p für die Expression der Flokkuline ausreichend sein [88,90,304]. Daneben
könnte durch homologe Rekombination das rekonstituierte FLO8 in das Hefegenom in-
tegriert worden sein. In beiden Fällen wäre genetisches engineering, wie Deletionen des
Co-Aktivators von Flo8p, Mss11p, oder Mutationen von Flo8p zur Verringerung der Af-
finität zum Swi-Snf-Komplexes (vgl. Abschnitt 1.3.2) für den erfolgreichen Einsatz dieser
Methode notwendig (vgl. auch Abschnitt 4.2.3). Da diese Versuche einen enormen Mehr-
aufwand erfordern, wurde aus Zeitgründen diese doch sehr viel versprechende Möglichkeit
zur Auslesung von Ganzzellsensoren nicht weiter verfolgt.
In der weiteren Arbeit wurde der Fokus stattdessen auf das Etablieren eines Assays gelegt
werden, mit dem die analytinduzierte Anlagerung von AuNP an Hefen quantifiziert werden
kann.
3.3 Assay zur analytinduzierten Adsorption von Goldnanopar-
tikeln an Sensorhefen
Neben der Morphologieänderung und der Flokkulation wurde eine dritte Ausleseme-
thode für Ganzzellsensoren untersucht, welche ebenfalls ausschließlich durch die Messung
der optischen Dichte einer Suspension auszuwerten ist. Goldnanopartikel bilden eine hervor-
ragende Basis für solche Versuche: die Anlagerung von verhältnismäßig wenigen AuNP
an Hefen könnte photometrisch auf Grund ihres extrem hohen Extinktionskoeffizienten
(abhängig von ihrer Größe im Bereich von 107 M-1 cm-1 bis 8 x 109 M-1 cm-1) verfolgt wer-
den [274,314,315]. Die in dieser Arbeit verwendeten AuNP wiesen eine maximale Absorption
von Licht mit einer Wellenlänge von λ= 523 nm auf. Durch deren Radii von ca. 5 nm ist
die größenbedingte Lichtstreuung bis zu einer OD523 = 1,5 zu vernachlässigen (Daten nicht
gezeigt, in Übereinstimmung mit [314]). Somit ist die Suspension als quasi-fluid anzuse-
hen, die Berechnung der Konzentration der AuNP erfolgt nach dem Lambert-Beer’schen
Gesetzt. Kann die Anlagerung von AuNP an Sensorhefen gezielt induziert werden, so wären
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durch die Bestimmung der Menge gebundener AuNP Aussagen über den Grad der Induktion
denkbar (Abbildung 3.9).
analytinduzierte                               AuNP
Genexpression                               
Sensorzelle extrazellulär lokalisierte
Gold bindende Peptide 
Anlagerung 
der AuNP
Analyt
Abbildung 3.9: Schema zur gezielten Anlagerung von AuNP an Sensorzellen. Die Sensorzelle enthält
als Reportergen ein Fusionsgen aus einem zellwanddurchspannenden Protein und einem Gold bindenden
Peptid. Durch einen davor klonierten Promotor wird die Genexpression durch einen spezifischen Analyten
reguliert. Als Resultat befinden sich auf der Oberfläche der Sensorzelle Peptide, an denen Goldnanopartikel
(AuNP) adhärieren können. Dadurch verringert sich die Anzahl der sich in Lösung befindlichen AuNP und
die optische Dichte dieser Suspension sinkt.
Zunächst musste das System für die extrazelluläre Präsentation von Gold bindenden Pepti-
den (yeast surface display ) etabliert werden (Abschnitt 3.3.1). Anschließend wurden essen-
tielle Parameter des experimentellen Ablaufs des AuNP-Assays ermittelt (Abschnitt 3.3.2)
und der proof-of-principle mittels DCF-induzierter Adsorption von AuNP durchgeführt (Ab-
schnitt 3.3.3).
3.3.1 Yeast Surface Display
Surface Technologien auf der Basis von Hefezellen wurden zu Beginn der 90er Jah-
ren etabliert und sukzessive auch für biotechnologische Prozesse weiterentwickelt. Auf
molekularer Ebene besteht ein Fusionsprotein üblicherweise aus drei Modulen (Abbildung
3.10): 1) N-terminalem Signalpeptid zur Sekretion des Fusionproteins 2) Effektorprotein
und 3) C-terminales Ankerprotein. Durch die Wahl des Sekretionssignals sowie des An-
kerproteins kann die Effizienz des YSD deutlich beeinflusst werden (vgl. Abschnitt 1.3.3).
Die Wirksamkeit wird darüber hinaus auch durch das zu präsentierende Protein reguliert.
Kryptische Sortierungssignale oder fehlerhafte Faltung führen zur Verringerung der Menge
sezernierter Proteine [239,241,263,273]. Der Aufbau eines auf molekularbiologischer Ebene
flexiblen Systems, welches ohne größeren Aufwand den fehlerfreien Austausch verschiedener
Module ermöglicht, war zielführend.
3.3.1.1 Entwicklung eines modularen Systems für den YSD
Die für den YSD notwendigen Fusionsproteine können auf Ebene ihrer DNA-Sequenz
entweder über Gensynthese, overlap-extension-PCR oder durch Restriktion und Ligation
synthetisiert werden. Die kommerzielle Synthese der Fusionsproteine war auf Grund der
damit verbundenen Kosten wenig attraktiv. Ebenfalls wurde die Verwendung der overlap-
extension-PCR abgelehnt, da bei jedem der notwendigen Amplifikationsschritte Mutationen
auftreten können und somit der Aufwand zur Sequenzierung unverhältnismäßig hoch wäre.
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Vielmehr sollte ein modulares System auf DNA-Ebene nach dem Baukastenprinzip entwi-
ckelt werden, auf dessen Grundlage der Ein- und Ausbau von Modulen mittels Restriktion
und Ligation erfolgen kann (Abbildungen 3.10 und 3.11).
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Abbildung 3.10: Schematische Darstellung des angestrebten modularen Systems zur Generie-
rung von YSD-Fusionproteinen. Dargestellt ist das notwendige Fusionsgen aus den drei Modulen: B1:
5’ Sekretionssignal (SP) B2: Gen des Effektorproteins (grün) und B3: 3’ Gen des Ankerproteins. Die Mo-
dule werden von singulären Schnittstellen flankiert (Scheren), der Austausch einzelner Module soll über
Restriktion und Ligation (Pfeile) erfolgen. Bei korrekter Proteinbiosynthese sowie post-translationaler Pro-
zessierung des Fusionproteins ist das Effektorprotein durch das zellwanddurchspannende Ankerprotein im
extrazellulärem Milieu lokalisiert.
Zwingende Voraussetzung für das System waren singuläre Schnittstellen zwischen allen Mo-
dulen. Entsprechend wurden sowohl potentielle Sekretionssignale (B1.x), Effektorproteine
(B2.x) und Ankerproteine (B3.x) als auch Vektoren für die Erstellung der Modulbibliothek
und der Genexpression in S. cerevisiae hinsichtlich dieser Schnittstellen untersucht. Für die
Expression der Fusionsgene wurde die Verwendung von single-copy Vektoren angestrebt,
da hier eine geringere Varianz der Ergebnisse zu erwarten war [303]. Für die Erstellung der
Modulbibliothek sollte der pJET1.2blunt aus dem CloneJET PCR Cloning Kit eingesetzt
werden. Grund für die Wahl war dessen geringe Größe von 3 kbp sowie die Kompatibilität
zur Ligation von blunt-end Fragmenten, wie sie aus der Amplifikation von DNA mittels
der high-fidelity -Polymerasen Q5 oder Phusion R© hervorgehen. Zur Einfachheit der experi-
mentellen Durchführung sollten die Restriktionsenzyme weitestgehende Übereinstimmung in
Bezug auf spezifische Ansprüche an Puffer und Temperaturoptimum besitzen; nach Doppel-
verdau entstandene Überhänge durften keine kompatiblen Enden aufweisen. Auf Grundlage
dieser Kriterien erwiesen sich in Tabelle 3.2 aufgelistete Enzyme bzw. deren Schnittstel-
len als für das modulare System geeignet. Die verwendeten Module sind in Tabelle 3.3
übersichtlich dargestellt. Nach Festlegung der Restriktionsenzyme konnten die Primer für
die Amplifikation einzelner Module inklusive flankierender Restriktionsschnittstellen designt
werden (Tabelle C.1). Da SbfI ein spezifisches Oktamer erkennt, wurde bei den Primern von
B3.x zum Beibehalten des Leserasters downstream der Schnittstelle ein Adenosin eingefügt.
Im Anschluss wurden aus genomischer DNA von S. cerevisiae BY4741 sowie in der Arbeits-
gruppe vorhandener Vektoren eine Vielzahl an Modulen amplifiziert und in pJET1.2blunt
ligiert (Tabelle 3.3).
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Tabelle 3.2: Charakteristika von Restriktionsenzymen, welche zu den verwendeten Modulen (Ta-
belle 3.3), pJET1.2blunt und dem Vektor p413-X kompatibel sind. Daten sind der Homepage der
Firma New England Biolabs entnommen (https://www.neb.com, 05.03.2018), HF = high fidelity Restrik-
tionsenzym ohne Star Aktivität, T = Temperaturoptimum, / = Position der Hydrolyse des Stranges.
Enzym Schnittstelle T Puffer
BamHI-HF R©
5’. . . G GATCG. . . 3’
3’. . . CCTAG G. . . 5’ 37
◦C CutSmart R©
SacII
5’. . . CCGC GG. . . 3’
3’. . . GG CGCC. . . 5’ 37
◦C CutSmart R©
SbfI-HF R©
5’. . . CCTGCA GG. . . 3’
3’. . . GG ACGTCC. . . 5’ 37
◦C CutSmart R©
XhoI
5’. . . C TCGAG. . . 3’
3’. . . GAGCT C. . . 5’ 37
◦C CutSmart R©
Tabelle 3.3: Bestandteile des modularen Systems für den Aufbau des YSD. Aufgelistet sind alle
in dieser Arbeit hergestellten Module und ihre Eigenschaften. Neben Gold bindenden Peptiden wurde eine
Vielzahl von Effektorproteinen im Zusammenhang mit der Entwicklung eines trimeren Displays (Abschnitt
4.3.4.3) isoliert. Ankerproteine wurden ohne authentischen Sekretionssignal amplifiziert. Die Klonierung
erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten des Fortschritts dieser Arbeit. Einzelne Module konnten so nicht mehr
im Zellversuch getestet werden. Modul = Modulbezeichnung, Protein = kodiertes Protein, bp = Länge des
Gens in Basenpaaren ohne Restriktionsschnittstellen, As = Anzahl der Aminosäuren in der Primärstruktur
des Proteins, Ursprung = Quelle des Gens: gen. DNA = aus S. cerevisiae BY4741 isolierte genomische DNA,
Primer = Sequenz wurde als Oligonukleotid kommerziell synthetisiert und entweder für Komplementierung
oder OE-PCR eingesetzt. OE-PCR = overlap-extension-PCR, Erläuterung = weiterführende Erklärungen.
Modul Protein bp As Ursprung Erläuterung
B1.1 Sekretions-
signal aus
MFα1
60 20 gen. DNA Sekretionssignal aus MFα1
B1.2 Aga2p 261 87 gen. DNA authentisches Aga2p mit Sekretions-
signal
B1.3 Sekretions-
signal aus
Ost1p
66 22 gen. DNA Sekretionssignal aus Ost1p zur Co-
translationalen Prozessierung [239]
B1.4 Aga1p-
2A-Aga2p
2490 830 gen. DNA +
OE-PCR
Fusionsgen aus authentischem Aga1p
und Aga2p, verbunden über 2A Peptid
[316]
B1.5 SS-3HA-
tag
222 74 OE-PCR +
Vektor
Fusionsprotein aus B1 und
3xHämagglutinin-tag
B2.1 eGFP 717 239 Vektor grün fluoreszierendes Protein
B2.2 tdTomato 1428 476 Vektor rot fluoreszierendes Protein
B2.3 GBP 126 42 synthetisches
Oligonukleo-
tid
Gold bindendes Peptid [279], in dieser
Arbeit als für S. cerevisiae
Codon-optimierte DNA-Sequenz syn-
thetisiert
Fortsetzung siehe nachfolgende Seite
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Fortsetzung von vorangegangener Seite
Modul Protein bp As Ursprung Erläuterung
B2.4 lAuBP 39 13 synthetisches
Oligonukleo-
tid
Gold bindendes Peptid [281], in
dieser Arbeit als für S. cerevi-
siae Codon-optimierte DNA-Sequenz
synthetisiert
B2.5 Cox17p 207 69 gen. DNA authentisches Cox17p, extrem hohe
Kupferaffinität [317]
B2.6 tRFP 693 231 Vektor rot fluoreszierendes Protein
B2.7 lAuBP-
Cox17
246 82 OE-PCR Fusionsprotein aus lAuBP und Cox17
B2.8 Cox17p-
lAuBP
246 82 OE-PCR Fusionsprotein aus Cox17 und lAuBP
B2.9 lAuBP-
tRFP
756 252 OE-PCR Fusionsprotein aus lAuBP und tRFP
B2.10 tRFP-
lAuBP
756 252 OE-PCR Fusionsprotein aus tRFP und lAuBP
B2.11 tSco1p 606 202 gen. DNA Sco1p96-295 = Sco1p mit kupferbin-
dende Domäne ohne luminale- und
Transmembrandomäne
B3.1 Aga1p 1974 658 gen. DNA Aga1p67-725
B3.2 FLO5 2589 863 gen. DNA Flo5p212-1075, ohne Lektin-ähnliche
Domäne (vgl. Flo1p)
B3.3 tMid2p-
Wsc1p
1293 431 gen. DNA +
OE-PCR
Fusionsprotein aus Mid2p29-244 mit
Wsc1p30-378
B3.4 Mid2p-
Wsc1p
1689 563 gen. DNA +
OE-PCR
Fusionsprotein aus Mid2p29-375 mit
Wsc1p30-378
B3.5 Aga1p-
tFlo5p
1974 658 gen. DNA +
OE-PCR
Fusionsprotein aus Aga1p67-559 mit
Flo5p976-1075, ohne Stoppcodon
B3.6 Aga1p-
tFlo5p
2382 794 gen. DNA +
OE-PCR
Fusionsprotein aus Aga1p67-619 mit
Flo5p876-1075, ohne Stoppcodon
2A 54 18 Primer 2A Peptid (vgl. [316])
IRES-SS 588 gen. DNA Fusionsgen aus IRES aus Valin-tRNA
(vgl. [169]) und B1.1
tAga2p tAga2p 204 68 gen. DNA Aga2p ohne Sekretionssignal, geeig-
net für di- bzw. trimeren Display
Sämtliche Gene für Effektorproteine wurden ohne Stoppcodon amplifiziert; die Anker-
proteine wurden ohne authentischen Sekretionssignal exprimiert. Die Amplifikation der Plas-
mide erfolgte in E. coli Top10F’ bzw. E. coli SURE (B3.1 und B3.2), Module mit korrekter
Sequenz wurden in die Bibliothek übernommen. Sofern es sich um kürzere DNA-Sequenzen
handelte, wurden komplementäre Oligonukleotide designt, welche nach Zusammenlagerung
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das Schnittmuster entsprechender Restriktionsenzyme widerspiegelten. Anschließend erfolg-
te der sukzessive Zusammenbau des ersten YSD-Fusionsgen aus dem Sekretionssignal von
MFα1 (B1.1) sowie eGFP als Effektor- (B2.1) und Aga1p (B3.1) als Ankerprotein. Obwohl
die Amplifikation von B3.1 in pJET1.2blunt mit dem E. coli Stamm Top10F’ gelang, schlu-
gen die Versuche zur Fusionierung der Gene fehl. Bei durchgeführten colony -PCRs waren
nur kleinere Inserts nachzuweisen. Dies könnte vergleichbar zu den Beobachtungen bei FLO1
auf interne Wiederholungen der DNA Sequenz (17 x 21mere; Analyse mit ”Tandem Repeats
Finder“ [306]) und diesbezügliche Rekombinationsereignisse und/oder Generierung eines für
E. coli letalen Produktes zurückgeführt werden (vgl. Abschnitt 3.2.1). Um diese Fehlerquel-
len zu umgehen, wurde die Verwendung eines Fusionsgen aus den Zellwand-Stresssensoren
Mid2p und Wsc1p analog zu Dupres et al. angestrebt. Die N-Termini sind auf Grund der
Länge der einzelnen Proteine innerhalb der Zellwand lokalisiert, als exprimiertes Hybrid be-
findet sich der N-Terminus von Mid2p im außerhalb der Zellwand der Hefe [318]. Dieses
Fusionsgen konnte effizient mittels E. coli Top10F’ kloniert werden.
Die im Folgenden angegebene Nomenklatur orientiert sich an der Nummer des Moduls sowie
einer willkürlich vergebenen Zahl für das entsprechende Protein. Das oben beschriebene Fu-
sionsgen aus dem Sekretionssignal von MFα1 (B1.1), eGFP (B2.1) und dem Anker MID2-
WSC1 (B3.4) trägt im Vektor die Bezeichnung F114. Auf Grund der gewählten Schnitt-
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Abbildung 3.11: Etabliertes modulares System des YSD. Dargestellt ist der Vektor p413-GPD mit
den drei Modulen des Fusionsgen für die extrazelluläre Präsentation von Proteinen: grau = Signalpeptid zur
Prozessierung des Fusionproteins im sekretorischen pathway, grün = Effektorprotein, blau = Ankerprotein.
Durch die gewählten singulären Schnittstellen (vgl. Tabelle 3.2) können die Module (vgl. Tabelle 3.3)
per Restriktion mit den angegebenen Enzymen (rot) und anschließender Ligation ausgetauscht wer-
den. Symbolerklärung: Schere = geschnittene DNA, Restriktionsenzyme: rot = durchgeführter Verdau,
schwarz = Schnittstelle, p413-GPD = single-copy Vektor mit HIS3 und dem GPD-Promotor upstream des
Inserts (vgl. [292]).
stellen konnten einzelne Module mittels Restriktion und Ligation ausgetauscht werden. Ein
großer Vorteil dieser Methode ist die Vermeidung kostenintensiver high-fidelity -Polymerasen
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zur Erzeugung der Fusionsgene, zumindest nach der initialen Synthese von F114. Ferner ist
durch die in vivo Amplifikationen von Modulen und Fusionsgenen im Vergleich zur high-
fidelity -PCR der Umfang zusätzlicher genetischer Veränderungen um das 2 x 104-fache re-
duziert [319–321]. Ein weiterer Vorteil ist die Möglichkeit zum Austausch von Modulen
direkt in durch E. coli amplifizierbare als auch durch S. cerevisiae für die Expression nutz-
bare Vektoren auf Basis des p413 [292].
Als zu einem späteren Zeitpunkt dieser Arbeit der Stamm E. coli SURE zur Verfügung
stand, fanden auch B3.1 (Aga1p) und B3.2 (Flo5p) Verwendung. Im Folgenden wird der
Einsatz verschiedener Effektor- als auch Ankerproteine dargestellt.
3.3.1.2 Präsentation von eGFP und Evaluation verschiedener Ankerproteine
In initialen Experimenten wurde die Expression des ersten Fusiongens F114 (Signalpep-
tid aus MFα1 q eGFP q MID2-WSC1 ) untersucht. Die Wahl fiel auf ein fluoreszierendes
Protein als Effektor, da so Hinweise auf die Funktionalität des Fusionsproteins, im Sinne
einer extrazelluläre Lokalisation des präsentierten Proteins, mittels Fluoreszenzmikrosko-
pie erhalten werden konnten. Hefen des Stammes S. cerevisiae BY4741 wurden mit dem
Vektor p413-GPD-114 transformiert und über Nacht kultiviert. Anschließend erfolgte die
fluoreszenzmikroskopische Analyse (Fusionsgen F114 in Abbildung 3.12). Vergleichend da-
zu sind Aufnahmen einer Hefe abgebildet, die nach Transformation mit p426-GPD-eGFP
theoretisch nur zytosolisch lokalisiertes eGFP aufweisen sollte (eGFP in Abbildung 3.12).
Bei diesen Zellen konnte bis auf distinkte Bereiche im Zytosol eine homogen verteilte Fluo-
reszenz detektiert werden. Bei F114 sowie im späteren Verlauf dieser Arbeit untersuchten
Fusionsgenen war dagegen stets eine heterogene Verteilung der Fluoreszenz innerhalb der
Hefen zu beobachten. Fehlerhafte Sortierung und/oder initiierte Hydrolyse innerhalb der
Vakuole sind als Gründe anzuführen [148,239]. Bei nahezu allen fluoreszierenden Zellen war
aber auch eine an der Zellperipherie kumulierte Fluoreszenz zu beobachten. Inwiefern es sich
dabei um tatsächlich extrazellulär gebundenes eGFP handelt, konnte anhand der Abbildun-
gen mit dem hier verwendeten Fluoreszenzmikroskops nicht zweifelsfrei analysiert werden.
Die Verwendung eines laser scanning microscope, freundlicherweise von M. Ansorge (AG
Biophysikalische Chemie, Universität Leipzig) durchgeführt, resultierte ebenfalls in keiner
eindeutigen Aussage (Daten nicht gezeigt). Auch immunzytochemische Nachweisverfahren
unter Verwendung der Antigene B2.1 (eGFP) und B1.5 (Hämagglutinin-tags) blieben ohne
Erfolg.
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Abbildung 3.12: YSD mit eGFP als Effektor. Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
von Hefen des Stammes S. cerevisiae BY4741, welche mit verschiedenen YSD-Fusionsgenen und eGFP
als Effektorprotein in p413-GPD transformiert wurden. Vergleichend dazu ist die Aufnahme von S. cerevi-
siae BY4741-p426-GPD-eGPF mit intrazellulärer Fluoreszenz dargestellt (eGFP). F111 = Signalpeptid aus
MFα1 q eGFP q Aga1p als Ankerprotein, F112: Flo5p als Ankerprotein, F114: Fusionsprotein aus Mid2p
und Wsc1p als Ankerprotein, F115: Aga1p67-559 mit Flo5p976-1075 als Ankerprotein, F116: Aga167-619 mit
Flo5p876-1075 als Ankerprotein, F41: Aga2p als Ankerprotein, F311: Sekretionssignal aus OST1, vgl. auch
Tabelle 3.3.
Dennoch schlossen diese Befunde eine extrazelluläre Lokalisation von eGFP nicht aus.
Zielführend war daraufhin der Nachweis der Lokalisation durch funktionelle Analyse von
Gold bindenden Peptiden (B2.3 und B2.4). B2.3 (bestehend aus eine sich dreimal wieder-
holende Sequenz) konnte jedoch nicht erfolgreich in das Fusionsgen ligiert werden, so stand
nur B2.4 (13 Aminosäuren) zur Verfügung.
Hefen wurden mit dem Vektor p413-GPD-141 (Signalpeptid aus MFα1 q lAuBP q AGA1)
transformiert. Aus über Nacht gewachsenen Kulturen wurden Aliquots von 5 x 108 Zellen
entnommen und in ddH2O gewaschen. Dieser Schritt war zur Verringerung der Salzmenge
im Pellet essentiell. Andererseits wurde die Na+-bedingte Agglomeration der AuNP durch
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die Verschiebung der Plasmonresonanz von λ= 523 nm zu Maxima wesentlich höherer Wel-
lenlängen (λ≥ 650 nm, [322]) beobachtet. Die Zellen wurden eine Minute in 1 nM AuNP
inkubiert und abzentrifugiert. Als Kontrolle wurden S. cerevisiae BY4741-p413-GPD ver-
wendet. Beide Pellets wiesen eine Rotfärbung auf, welche auf Sedimentation disperser AuNP
hindeutet (Abbildung 3.13). Die Zentrifugation der AuNP-Suspension ohne Hefezellen er-
gab eine wesentlich geringere Sedimentation der Nanopartikel (Daten nicht gezeigt), sodass
die Pelletfarbe höchstwahrscheinlich durch Anlagerung der AuNP an Hefen zu begründen
war.
A                B
Abbildung 3.13: Initiale Versuche zur Adsorption von AuNP an Hefen. Eine vergleichbare Anzahl
an Zellen (A) Hefen des Stammes S. cerevisiae BY4741-p413-GPD, B) Hefen des Stammes S. cerevi-
siae BY4741-p413-GPD-141 (Signalpeptid aus MFα1 q lAuBP q AGA1)) wurde gewaschen, kurz mit 1 nM
AuNP inkubiert und abzentrifugiert. Dargestellt sind Aufnahmen der Reaktionsgefäße mit den Pellets nach
Inkubation in AuNP und Zentrifugation.
Fünf denkbare Szenarien ergaben sich aus dieser Beobachtung:
1. Die Adsorption ist unspezifisch.
2. Die Adsorption beruht auf spezifischen Interaktionen von AuNP mit Bestandteilen der
Zellwand, welche bei beiden transformierten Hefestämmen vorhanden sind.
3. Die Adsorption ist unspezifisch und oberflächlich lokalisierte B2.4 interagieren unzu-
reichend mit AuNP.
4. Die Adsorption ist z. T. spezifisch für B2.4, B2.4 befindet sich nicht auf der Oberfläche
der Zellwand.
5. Die Adsorption ist zwar z. T. spezifisch für B2.4 und B2.4 befindet sich auf der Ober-
fläche der Zellwand; die Anzahl ist jedoch zu gering, als dass ein Unterschied zu Hefen
ohne B2.4 mit bloßem Auge erkennbar ist.
Da beim fünften Szenario die gezielte Anlagerung von AuNP an Hefen nicht auszuschließen
war, sollte in weiterführenden Experimenten die Möglichkeit zur Inhibition unspezifischer
Adsorption überprüft werden. AuNP besitzen auf Grund der in diesem Fall durchgeführten
Synthese eine Zitrathülle (freundlicherweise durchgeführt von M. Ansorge, Molsurf GmbH,
vgl. auch [315]). Somit sind elektrostatische Wechselwirkungen zwischen dieser Hülle und
den bei pH 5 der AuNP-Suspension positiv geladenen funktionalen Gruppen von Lys und
Arg in lAuBP zu erwarten (vgl. auch Abschnitt 1.3.3.2 und [284]). Dies schließt nach Ab-
bildung 3.13 allerdings auch die Anlagerung der AuNP an exponierte Proteine und weiterer
Komponenten der Zellwand mit ein. Darüber hinaus ist die kovalente Bindung von Gold
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an reduzierte Cysteine eine häufig verwendete Reaktion zur Immobilisierung von Biomo-
lekülen auf Goldoberflächen, oder im Umkehrschluss zur Immobilisierung von AuNP auf
Hefen [323, 324]. Diese Möglichkeit muss ebenfalls in Betracht gezogen werden, dürfte
aber durch die abstoßende Coulombkraft zwischen Zitrat und Thiol nur eine geringe Rolle
spielen. Im folgenden Abschnitt werden Strategien zur Blockierung unspezifischer Wechsel-
wirkungen zwischen AuNP und Hefezellen vorgestellt; der neu zu etablierende Assay soll als
”targeted adsorption of gold-nanoparticles assay“ (tapAs) bezeichnet werden.
3.3.2 Präsentation des Gold bindenden Peptids B2.4: Einstellen notwendi-
ger Parameter für den TAPAS
Die Adsorption von AuNP an Hefen konnte erfolgreich nachgewiesen werden (Abbil-
dung 3.13). Daraufhin wurde die Inhibition unspezifischer Anlagerungen angestrebt, um
eine gezielte Adsorption der AuNP in Folge der extrazellulären Präsentation von lAuBP
nachzuweisen. Dies könnte durch die Blockierung von AuNP oder Hefen mit Rinderserum-
albumin (BSA) ermöglicht werden: in der Immunchemie ist die Blockierung unspezifischer
Protein-Protein Wechselwirkungen für die Generierung eindeutiger Ergebnisse eminent. U. a.
wird BSA zu diesem Zweck verwendet [325]. Die Struktur dieses 70 kDa großen, herzförmig-
globulären Proteins wird durch 17 Disulfidbrücken stabilisiert [326]. Der isoelektrische Punkt
des Proteins liegt in etwa bei 5,8; das Protein trägt bei pH 7 also eine negative Gesamtla-
dung2. In der AuNP-Suspension (pH 5-6) ist das Protein dagegen in Summe neutral geladen.
Oberflächlich sind neben einer Mehrzahl neutraler sowohl negativ als auch positiv gelade-
ne funktionale Gruppen exponiert [326]. Entsprechend wurde die Anlagerung von BSA an
AuNP nachgewiesen [284]. Die Wechselwirkung von lAuBP mit AuNP beruht ebenfalls auf
Coulombkräften [281]. Allerdings könnte die Summe aus elektrostatischen Wechselwirkun-
gen sowie entropischen Effekten höher und die Interaktion stärker als die Bindung von BSA
an AuNP sein, die gezielte Anlagerung wäre möglich [281]. BSA scheint daher ein geeigne-
ter Kandidat für das Blockieren unspezifischer Adsorption der AuNP an Hefen zu sein.
In Vorversuchen wurden AuNP Lösungen mit unterschiedlich konzentrierten BSA-Lösungen
über Nacht präinkubiert. Vergleichend zu vorangegangenen Versuchen wurden etwa 5 x 108
Hefen des Stammes BY4741-p413-GPD bzw. BY4741-p413-GPD-141 (Signalpeptid aus
MFα1 q lAuBP q AGA1) gewaschen und mit den AuNP Lösungen für eine Minute inkubiert
und abzentrifugiert (Abbildung 3.14). Ohne Präinkubation der Nanopartikel konnten keine
Unterschiede bei der Adsorption an Hefen mit und ohne exprimiertem F141 beobachtet wer-
den (A in Abbildung 3.14). Demgegenüber inhibierten 0,01 % (w/v) BSA nahezu sämtliche
Interaktionen. Nur bei BY4741-p413-GPD-141 war eine leichte Verfärbung des Pellets zu
erkennen (B in Abbildung 3.14). Bei leicht reduzierter BSA Konzentration wiesen vor allem
Hefen des Stammes BY4741-p413-GPD-141 eine makroskopisch sichtbare Anlagerung von
AuNP auf. Hefen ohne das Gold bindende Peptid (BY4741-p413-GPD) waren dagegen nur
durch eine sehr schwache Verfärbung gekennzeichnet. Die genauen Ursachen dieser Beob-
achtungen wurden nicht weiter untersucht, BSA war aber offensichtlich für die Blockierung
2Analyse mittels ”compute pI/MW“ des SIB Swiss Institute of Bioinformatics
66 Assay zur Adsorption von Goldnanopartikeln
der unspezifischen Anlagerung von AuNP an Hefen geeignet. Ein Modell, in dem sich BSA
je nach Konzentration in Einzel- oder mehreren Schichten um die Nanopartikel legt und
damit zunächst unspezifische aber auch spezifische Wechselwirkungen inhibieren kann, wird
in Abschnitt 4.3.2.1 detaillierter diskutiert.
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Abbildung 3.14: Reduktion unspezifischer Anlagerung von AuNP an Hefen durch Präinkubation
der Nanopartikel in BSA-Lösungen. A) In initialen Versuchen wurden Hefen mit (BY4741-p413-
GPD-141) und ohne (BY4741-p413-GPD) Gold bindenden Peptid kurz mit reiner AuNP-Suspension in-
kubiert und abzentrifugiert. Die entstandenen Pellets wiesen eine in etwa gleich starke Färbung auf. B)
Präinkubation der AuNP mit verschiedenen Konzentrationen an BSA führte zur Verringerung der Pellet-
farbe in Abhängigkeit der verwendeten BSA Konzentration. BSA = Rinderserumalbumin
Auf Grund der Beobachtungen konnte zwar noch nicht auf die Relevanz des Gold bindenden
Peptids geschlossen, diese aber als sehr wahrscheinlich angenommen werden: auf der Ober-
fläche der Hefe BY4741 scheinen durch Transformation mit p413-GPD-141 Veränderungen
stattgefunden haben, welche die Anlagerung von AuNP begünstigen. Die in nachfolgenden
Versuchen zusätzlich durchgeführten Kontrollen wiesen ebenfalls auf die Notwendigkeit des
Gold bindenden Peptids hin (vgl. Abbildung 3.15). Demzufolge ist eine Veränderung der
Adsorption in Abhängigkeit der Expression des entsprechenden Fusionproteins zu erwar-
ten, was zwingende Voraussetzung für die Verwendung in Sensorzellen ist. Weiterführend
erfolgte die Evaluation verschiedener Parameter des tapAs.
3.3.2.1 Parameter des TAPAS I: Maskierung der AuNP mit BSA und Inku-
bationsdauer mit Hefen
Zunächst wurde der Zusammenhang zwischen Blockierung der AuNP und die
Inkubationsdauer dieser Lösungen mit Hefen detaillierter untersucht (Abbildung 3.15).
Solange nicht anders beschrieben, wurden 1,5 x 108 Hefen aus Hauptkulturen aliquotiert,
zweimalig mit ddH2O gewaschen und in 1 nM AuNP bei 20 ◦C unter Schütteln bei 800 rpm
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im Thermomixer inkubiert. Parallel dazu wurde ein Aliquot der AuNP ohne Kontakt zu
Zellen mitgeführt. Versuche erfolgten generell als Doppelbestimmungen. Die Quantifikation
des Anteils adsorbierter AuNP wurde nach folgender Gleichung berechnet:
Gleichung 2) Anteil / % = 100 - OD523 S x 100OD523 A
• OD523 A = Absorption des Überstandes der eingesetzten AuNP Suspension nach In-
kubation ohne Hefezellen und nach Zentrifugation
• OD523 S = Absorption des Überstandes der eingesetzten AuNP Suspension nach Inku-
bation mit Hefezellen und nach Zentrifugation
Mit diesen Experimenten konnten erstmals quantitative Aussagen über die Wechselwirkun-
gen zwischen AuNP und Hefen im Zusammenhang mit der Präinkubation von AuNP in BSA-
Lösungen getroffen werden. Vergleichend zu Abbildung 3.14 resultierte die Äquilibrierung
der Nanopartikel in 0,01 % (w/v) BSA (BSA:AuNP∼= 75:1) in einer nahezu vollständigen
Inhibition der Adsorption. Diese war sowohl von der Inkubationsdauer als auch von dem Fu-
sionsgen der transformierten Hefen unabhängig (vgl. Abbildung 3.15). Die Verringerung der
Proteinkonzentration auf 0,005 % (w/v) BSA (BSA:AuNP ∼= 37,5:1) hatte einzig die Anla-
gerung der AuNP an BY4741-p413-GPD-141 (Signalpeptid aus MFα1 q lAuBP q AGA1)
zur Folge. An 1,5 x 108 Hefen adsorbierten nach 30 s Inkubationsdauer ca. 10 % der AuNP.
Dieser Wert stieg auf 15 % nach zweiminütiger Inkubation an und behielt dieses Niveau
auch nach 30 min Inkubationsdauer bei. Infolge weiterer Verringerung des molekularen
Verhältnisses BSA:AuNP auf 7,5:1 stieg die Menge adsorbierter AuNP von 25 % nach
30 s Inkubationsdauer auf 50 % nach 30 min Inkubation an. Hierbei handelte es sich je-
doch offensichtlich um die Summe aus spezifischen sowie unspezifischen Effekten: bei den
so präinkubierten AuNP war ebenfalls eine Anlagerung von 10 % (0,5 min Inkubation) und
bis zu 30 % nach halbstündiger Inkubation an Hefen ohne Gold bindendes Peptid zu messen
(rote und blaue Balken in Abbildung 3.15). Bemerkenswert ist hierbei, dass keine Unter-
schiede zwischen Hefen mit F111 (Signalpeptid aus MFα1 q eGFP q AGA1, blauer Balken)
und Hefen mit Vektor ohne Fusionsgen (roter Balken) gemessen wurden. Das Ankerprotein
hat demnach also keinen Einfluss auf die Adsorption von in BSA präinkubierten AuNP. Auf
Grund der problematischen Expression von eGFP in S. cerevisiae (vgl. Abschnitt 1.3.3 und
Abbildung 3.12) besteht andererseits die realistische Möglichkeit, dass bei BY4741-p413-
GPD-111 überhaupt kein eGFP extrazellulär präsentiert sind. Diese Überlegung konnte aber
auf Grund der erhöhten Adsorption von AuNP an BY4741-p413-GPD-111 im Vergleich zu
BY4741-p413-GPD bei Maskierung von Hefen mit BSA (Abbildung 3.16) entkräftet wer-
den; die Anlagerung der AuNP an Hefen mit F141 (MFα1 q lAuBP q AGA1) kann somit
weitestgehend auf spezifische Wechselwirkungen zwischen AuNP und lAuBP zurückgeführt
werden. Die molekularen Ursachen der Wechselwirkungen sowie deren Inhibition wurden
im Rahmen dieser Arbeit nicht experimentell untersucht. Auf Grund von Literaturdaten
und den gemessenen Werten ist aber ein Modell wahrscheinlich, durch welches die spe-
zifische Adsorption unter der Voraussetzung der Präinkubation von BSA mit AuNP be-
schrieben werden kann: zusammengefasst scheint die Maskierung von AuNP mit BSA auf
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Abbildung 3.15: Adsorption präinkubierter AuNP. Dargestellt ist der jeweilige Anteil von AuNP, welcher
nach indizierter Inkubationszeit an 1,5 x 108 Hefen adsorbierte. Für diese Versuche wurde die Anlagerung
an BY4741-p413-GPD, -p413-GPD-111 (Signalpeptid aus MFα1 q eGFP q AGA1) und -p413-GPD-141
(Signalpeptid aus MFα1 q lAuBP q AGA1) bestimmt. Nanopartikel wurden im angegebenen molaren
Verhältnis über Nacht mit BSA vorinkubiert. n = 3, Mittelwert± Standardabweichung.
elektrostatischen Wechselwirkungen zu beruhen, die bei den hier vorhandenen Bedingungen
energetisch stabiler als unspezifische Wechselwirkungen der AuNP mit Hefezellen sind. Je
nach gewählter BSA Konzentration ist die Maskierung lückenhaft (d. h. die Oberfläche der
AuNP ist bei einem Verhältnis BSA:AuNP∼= 7,5:1, statistisch betrachtet, nicht vollständig
mit BSA abgedeckt) oder kompakt (BSA:AuNP∼= 75:1, d.ḣ vollständige, z. T. mehrlagige
Ummantelung der AuNP mit BSA-Molekülen) und lässt so mehr oder weniger Wechselwir-
kungen der AuNP mit umgebenen Biomolekülen zu. Dieses Modell wird in Abschnitt 4.3.2.1
näher diskutiert.
Für die Entwicklung des tapAs ist festzuhalten, dass durch diese Versuche die spezifi-
sche Anlagerung von AuNP an entsprechende Hefen nachgewiesen werden konnte. Darüber
hinaus war die gewählte Zellzahl für die Quantifizierung der Menge gebundener AuNP mit-
tels Photometrie hinreichend. Beide Punkte waren zwingende Voraussetzung für die hier
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anvisierte Entwicklung eines Auslesesystems für Ganzzellsensoren auf Basis der Anlage-
rung von AuNP. Bis auf Weiteres wurde daher die Präinkubation von AuNP in BSA im
Verhältnis 1:37,5 als Parameter von tapAs definiert. Da sich der Anteil adsorbierter AuNP
an BY4741-p413-GPD-141 (Signalpeptid aus MFα1 q lAuBP q AGA1) ab zweiminütiger
Inkubation nur noch unwesentlich erhöhte, wurde diese Inkubationsdauer für alle nachfol-
genden Experimente festgelegt. Diese schnelle Anlagerung der AuNP soll zu einem späteren
Zeitpunkt im Zusammenhang mit der Beurteilung der Leistungsfähigkeit des tapAs weiter
diskutiert werden.
3.3.2.2 Parameter des TAPAS II: Maskierung der Hefe mit BSA
In weiteren Versuchen wurde analysiert, inwiefern sich die Blockierung der Sen-
sorhefen mit BSA zur Inhibierung unspezifischer Wechselwirkungen eignet. Vorversu-
che haben gezeigt, dass die Durchführung der notwendigen Waschschritte mit BSA-
Lösung zur Verringerung der Salzkonzentration im Hefepellet zur Vermeidung von AuNP-
Agglomerationen ausreichend ist (Daten nicht gezeigt). Vorteilhaft wäre damit die Einspa-
rung der Präinkubation von AuNP in BSA. Für diese Versuche wurden Hauptkulturen von
BY4741-p413-GPD, BY4741-p413-GPD-111 (Signalpeptid aus MFα1 q eGFP q AGA1)
und BY4741-p413-GPD-141 (Signalpeptid aus MFα1 q lAuBP q AGA1) genutzt, nach
dem zuvor beschriebenen Protokoll aufbereitet und mit 1 nM unmaskierten AuNP für zwei
Minuten inkubiert und abzentrifugiert. Die Berechnung des Anteils adsorbierter AuNP
orientierte sich nach Gleichung 2) (Abbildung 3.16).
Im umgekehrten Verhältnis zur BSA-Konzentration konnte die Anlagerung von AuNP
an Hefen beobachtet werden. BY4741-p413-GPD wiesen dabei im Mittel bei keiner der
getesteten BSA-Lösungen eine Anlagerung von AuNP auf. Jedoch wurden Unterschiede
zwischen BY4741-p413-GPD und BY4741-p413-GPD-111 detektiert: im Gegensatz zur
Blockierung der Nanopartikel lagerten sich bei dieser Methode auch AuNP an Hefen mit
F111 (Signalpeptid aus MFα1 q eGFP q AGA1) an. Daraus lässt sich ein gewisser Grad
an prozessierten F111 mit offensichtlicher Adsorption der AuNP an Aga1p und/oder eGFP
schlussfolgern. Auffallend war in diesem Zusammenhang, dass eine Differenz von 10 %
adsorbierter AuNP zwischen F111 und F141 bei allen verwendeten BSA Konzentrationen
unterhalb von 0,5 % (w/v) gemessen wurde (vgl. Abbildung 3.16).
Generell resultierte die Maskierung der Hefen mit BSA jedoch in wesentlich höherer Varianz,
was auf die chemische Heterogenität der Zellwand zurückgeführt werden könnte [250]. In
Bezug auf die analytinduzierte Anlagerung dürften diese höheren Abweichungen zu weniger
signifikanten Aussagen führen. Die Reproduzierbarkeit bzw. Verlässlichkeit des potentiellen
Biosensors wäre stark eingeschränkt. Diese Erwartung konnte auch so bestätigt werden
(vgl. Abbildung C.1). In Bezug auf die praktische Anwendung ist also die Blockierung der
AuNP zur Verhinderung unspezifischer Wechselwirkung zu bevorzugen.
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Abbildung 3.16: Anlagerung von AuNP an mit BSA-Lösung gewaschene Hefen. Je 1,5 x 108 Hefen
des Stammes S. cerevisiae BY4741, transformiert mit den Plasmiden p413-GPD, p413-GPD-111 (Signal-
peptid aus MFα1 q eGFP q AGA1) bzw. p413-GPD-141 (Signalpeptid aus MFα1 q lAuBP q AGA1) wurden
zweimal in BSA-Lösungen mit indizierter Konzentration gewaschen und anschließend in 1 ml 1 nM AuNP
resuspendiert. Nach zweiminütiger Inkubation bei 20 ◦C und unter Schütteln bei 800 rpm wurde die Suspen-
sion abzentrifugiert und der Überstand photometrisch vermessen. Die Anteile adsorbierter AuNP wurden
nach Gleichung 2) bestimmt. Messung von Duplikaten, n = 5, Mittelwert± Standardabweichung
3.3.2.3 Parameter des TAPAS III: disperse Verteilung von maskierten und
unmaskierten AuNP
Die disperse Verteilung blockierter AuNP (im Folgenden als Stabilität bezeichnet) in
ihrem Medium ist ein Voraussetzung für die Verwendung dieser Auslesemethode: zur Ein-
fachheit eines entsprechenden Assays war es erstrebenswert, dass notwendige Reagenzien
nicht erst vor Ort hergestellt, sondern aus Stammlösungen genutzt werden können. Durch
Denaturierung von BSA könnte die Agglomeration von AuNP möglicherweise ausgelöst wer-
den [284]. Die Sedimentation und damit Verfälschung der Messungen wären die Folge. Zur
Überprüfung der Stabilität wurde der Anteil agglomerierter AuNP in Ab- bzw. Anwesenheit
von BSA und Lagerung bei 4 ◦C über die Dauer von 13 Tagen verfolgt. Das Verhältnis aus
der optischen Dichte des Plasmonresonanzmaximums von agglomerierten AuNP (OD650)
und der disperser AuNP (OD523 ) ist dafür die Grundlage. Na+ leitet durch Aufhebung der
elektrostatischen Abstoßung der Zitrathülle zweier AuNP deren Agglomeration ein [327].
Nach zweiminütiger Inkubation in 25 mM NaCl wurde eine vollständige Agglomeration an-
genommen (L. Hannusch, AG Allgemeine Genetik, TU Dresden, pers. Kommunikation) und
zuvor berechnete Werte in das Verhältnis von OD650 agg zu OD523 agg gesetzt (Gleichung
3)).
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Gleichung 3) Anteil agglomerierter AuNP =100 % * OD650∗OD523 aggOD523 ∗OD650 agg
Über den beobachteten Versuchszeitraum wurde keine erhöhte Agglomeration durch BSA
gemessen (Abbildung 3.17). Ferner scheint die Maskierung der AuNP mit BSA analog zur
Maskierung der AuNP mit anderen Biomolekülen die Na+ induzierte Agglomeration zu re-
duzieren bzw. ab gewissen Konzentrationen zu inhibieren [322, 327]. Nach zweiminütiger
Inkubation betrug der Anteil agglomerierter AuNP nur ca. 70 % (blauer Balken in Abbildung
3.17) des Wertes von unmaskierten AuNP (roter Balken in Abbildung 3.17). Diese Beob-
1 nM AuNP + 25 mM NaCl
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Abbildung 3.17: Agglomeration von maskierten und unmaskierten AuNP nach Zugabe von NaCl.
Die Agglomeration von AuNP in Abhängigkeit von BSA wurde über den Zeitraum von 13 Tagen un-
tersucht. Zu angegebenen Zeitpunkten wurden Proben der Lösungen entnommen und photometrisch bei
einer Wellenlänge von λ= 523 nm und λ= 650 nm vermessen. Final wurde zu den Proben 25 mM NaCl
gegeben (horizontale Balken) und die Absorption nach zweiminütiger Inkubation bei entsprechenden Wel-
lenlängen bestimmt. Die Berechnung des Anteils agglomerierter AuNP erfolgte nach Gleichung 3), es wur-
de die vollständige Agglomeration von unmaskierten AuNP durch Zugabe von 25 mM NaCl angenommen
(OD523 agg sowie OD650agg).
achtung steht auch in Übereinstimmung mit den Ergebnissen von Dominguez-Medina et al.
und könnte im Umkehrschluss einen weiteren Vorteil für den Einsatz dieser Methode in Feld-
versuchen implizieren: durch erhöhte Robustheit gegenüber Ionen in den zu analysierenden
Lösungen könnte möglicherweise der Umfang der Probenaufbereitung reduziert und so wei-
tere Zeit eingespart werden [328].
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3.3.2.4 Parameter des TAPAS IV: Abhängigkeit der Adsorption von Zellzahl
und der Menge eingesetzter AuNP
Durch vorangegangene Experimente wurden die Blockierung der AuNP sowie die not-
wendige Inkubationsdauer mit Hefen festgelegt. Darauf aufbauend wurde nach Optimie-
rungspotential in Bezug auf die einzusetzende Anzahl an Hefen sowie der Menge von AuNP
gesucht (Abbildung 3.18). Dazu wurden 8 x 108 Zellen aus Hauptkulturen von BY4741-
p413-GPD-141 gewaschen, in unterschiedliche Aliquots aufgeteilt und mit 1 nM bzw. 0,5 nM
maskierten AuNP für zwei Minuten inkubiert und abzentrifugiert. Die Berechnung des An-
teils adsorbierter AuNP orientierte sich an Gleichung 2). Die maximale Menge adsorbierter
AuNP an Hefen dürfte, rein sterisch betrachtet, in etwa im Bereich von 1 x 105 AuNP/Hefe
liegen3. Voraussetzung wäre eine sehr hohe Belegungsdichte von F141 (Signalpeptid aus
MFα1 q lAuBP q AGA1) bzw. ein entsprechendes Expressionsniveau. Zumindest nach In-
duktion der Hefe mit dem Pheromon α-Faktor wurden laut Literatur 3 x 104 Aga1p auf der
Zelloberfläche nachgewiesen [101, 330]. Die Kapazität der Zellwand zur Präsentation einer
hohen Anzahl von lAuBP-Aga1p scheint also vorhanden zu sein.
Die hier berechneten Werte liegen weit unter dem möglichen Maximum (Abbildung 3.18).
Generell war eine Erhöhung der relativen Adsorption mit verringerter Zellzahl zu beobachten.
Grund für diese Beobachtungen könnten sterische Effekte sein. Mit Erhöhung der Zelldichte
steigt auch die zufällige Interaktion zwischen proximalen Hefen, so dass in diesen Bereichen
die Anlagerung von AuNP möglicherweise ausgeschlossen wurde. Allerdings spricht die mit-
tels Mikroskop beobachtete, eher gleichmäßige Verteilung der Zellen nach Inkubation in
AuNP gegen diese These (Daten nicht gezeigt). Möglicherweise könnten Verteilungseffek-
te Grundlage für die Beobachtung sein: ab gewisser Zelldichte ist auch die Bindung eines
AuNP durch zwei Zellen denkbar, auf Grund der Größe der AuNP jedoch fraglich.
Durch das Aufteilen der Hefen einer Kultur für die Inkubation mit 1 nM (1 pmol) bzw.
0,5 nM (0,5 pmol) stand (je nach Zellzahl) eine konstante Anzahl Gold bindender Peptide
der entsprechenden Menge an Nanopartikel gegenüber. Demnach wäre auch eine vergleich-
bare Adsorption der AuNP zu erwarten. Die Zahl angelagerter AuNP war jedoch von der im
Versuch eingesetzten Konzentration abhängig. Möglicherweise ist also eine gewisse Dichte
an AuNP notwendig, damit es zur räumlichen Annäherung zwischen Nanopartikel und Hefe
und erfolgreicher Interaktion kommen kann. Detailliertere Untersuchungen waren für das
Aussageziel des Versuches nicht notwendig.
Nachfolgende Überlegungen mussten in Bezug auf die Funktionalität von tapAs für die
Wahl der Zellzahl sowie der Menge von AuNP berücksichtigt werden:
1. Durch die analytinduzierbare Anlagerung sollte ein gewisser dynamischer Bereich bei
der Menge adsorbierter AuNP zu erwarten sein.
3Berechnung der maximalen Menge adsorbierter AuNP: Für die Hefe wird eine kugelförmige Gestalt mit ei-
nem Radius von 2 μm angenommen (vgl. Tabelle 3.1). Die Oberfläche beträgt 4πr2 = 5 x 10-7 cm2. Der Radius
von 10 nm großen AuNP nimmt durch die end-on-Anlagerung von BSA um maximal 9 nm zu [284, 329]; die
Kreisfläche des maskierten AuNP wird auf πr2 = 6 x 10-12 cm2 erhöht. Da der Größenzuwachs der Hefe durch
Anlagerung der AuNP vernachlässigbar klein ist (Faktor 0,01), ergibt sich für die Anzahl bindender AuNP:
n = AOHefe / AKAuNP = 8,3 x 104
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Abbildung 3.18: Adsorptionsfähigkeit von BY4741-p413-GPD-141. Der Zusammenhang zwischen
Anzahl eingesetzter Zellen und AuNP wurde ermittelt. Die indizierte Zahl an Hefen wurden mit unter-
schiedlichen Mengen an AuNP in einem Reaktionsvolumen von 1 ml inkubiert. A) der Anteil adsorbierter
AuNP wurde berechnet. n = 3, Mittelwert± Standardabweichung. B) Aus den in A) bestimmten Werten
wurde die Gesamtzahl an AuNP je Hefezelle berechnet. Auf die Darstellung des Fehlers wurde aus Gründen
der Übersichtlichkeit bewusst verzichtet.
2. Die bisherigen Ergebnisse wurden mit einem Reportergen unter Kontrolle des konstitu-
tiven GPD-Promotors im single-copy Plasmid erreicht; in sensorischen Anwendungen
sind auch geringere Adsorptionen als die hier gemessenen Werte zu erwarten.
3. Ein minimaler Materialeinsatz ist erstrebenswert.
Auf Grund von 1) und 2) wären die Kombinationen aus 1 pmol AuNP und 1 bzw. 2 x 108
Hefezellen (19 % bzw. 24 % Adsorption) denkbar. Wird eine geringere Menge an AuNP
eingesetzt (Anteil≤ 11 %), so ist bei initialer Genexpression von F141 die Adsorption eines
Bruchteils der eingesetzten AuNP zu erwarten. Im Zusammenhang mit dem systematischen
Fehler der Methode (ca. 20 %) könnten folglich keine belastbaren Aussagen über die indu-
zierte Anlagerung getroffen werden. Analog dazu ist die Verwendung von 2 x 107 Hefezellen
zu vermeiden. Ferner ergibt sich aus 3) die Verwendung von 1 x 108 Hefezellen und 1 pmol
AuNP: eine höhere Anzahl an Hefen würde die potentielle Mehr-Anlagerung im Zusammen-
hang mit materiellem Aufwand für die Kultivierung sowie der experimentellen Handhabung
nur unverhältnismäßig erhöhen.
3.3.2.5 Zusammenfassung der Parameter
In nachfolgender Abbildung 3.19 sind sämtliche Parameter des tapAs zusammen-
fassend dargestellt. Aus den Vorversuchen ergab sich für weitere Experimente folgendes
Setup: aus Hefekulturen werden 1 x 108 Hefen bei RT, 4 000 x g, 1 min abzentrifugiert,
zweimal mit ddH2O gewaschen, das Pellet mit 1 ml 1 nM, im Verhältnis BSA:AuNP 30:1
präinkubierte, Nanopartikel resuspendiert, 2 min bei 20 ◦C und 800 rpm im Thermomixer
inkubiert und abzentrifugiert. Die optische Dichte des Überstandes wird bei einer Wel-
lenlänge von λ= 523 nm (OD523 S) bestimmt. Da die Versuche als Doppelbestimmungen
durchgeführt wurden, betrug die initial abzentrifugierende Zellzahl 2 x 108 Zellen. Diese
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wurden nach dem ersten Zentrifugationsschritt in 2 ml ddH2O resuspendiert, aufgeteilt und
entsprechend weiter bearbeitet. Parallel wurden AuNP ohne Inkubation in Hefesuspension
für die Messung der OD523 A und Berechnung der Anzahl adsorbierter AuNP nach Gleichung
2) mitgeführt. Die Maskierung der AuNP wurde gegenüber den Vorversuchen leicht redu-
ziert, da hier eine potentielle Erhöhung der Zugänglichkeit der AuNP durch Reduktion der
angenommenen, dynamischen BSA-Schicht zu erwarten war, ohne unspezifische Anlagerun-
gen zu ermöglichen (vgl. Abschnitt 3.3.2.1). Dieser Assay erfüllt sämtliche Anforderungen,
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Abbildung 3.19: Parameter des TAPAS zur Bestimmung der Menge spezifisch adsorbierter AuNP
an Sensorzellen. Hefen werden zweimal in ddH2O gewaschen, mit 1 ml 1 nM maskierter AuNP über 2 min
bei 20 ◦C und 800 rpm im Thermomixer inkubiert und abzentrifugiert. Die optische Dichte des Überstandes
wurde bei einer Wellenlänge von λ= 523 nm bestimmt (OD523 S). Parallel dazu wurden AuNP ohne Inku-
bation in Hefezellsuspension mitgeführt (OD523 A).
welche zu Beginn der Arbeit gestellt wurden (Abschnitt 1.4). Die Analyse beruht auf die
Messung der optischen Dichte und das experimentelle Setup ist minimalistisch gehalten:
die Dauer der Untersuchung einer Probe konnte so auf 15 min reduziert werden. Die Aus-
wertung des Sensorsignals erfolgte also nahezu direkt nach Probennahme, der Zeitbedarf
bis zum finalen Ergebnis einer Analyse würde weitestgehend auf die Ansprechzeit der He-
fezelle reduziert werden. Durch diesen schnellen und einfachen experimentellen Ablauf ist
diese Methode der Auslesung von lacZ generierten Signalen zu bevorzugen (vgl. Methoden
in [88] sowie Abschnitte 1.2 und 4.3.3). Im Vergleich zur automatisierten Messung von
Fluoreszenz- oder Lumineszenzsignalen in Echtzeit ist tapAs als zeitverzögert zu betrach-
ten. Im Gegensatz dazu könnte die Reifung von F141 an sich jedoch wesentlich schneller
ablaufen, da Aga1p als Ankerprotein für den YSD verwendet wird: in diesem Zusammen-
hang ist die komplette Proteinbiosynthese, posttranslationale Prozessierung sowie Sekretion
des Pheromons α-Faktor , dessen Sekretionssignal hier verwendet wurde, innerhalb von nur
20 min zu betrachten [331]. Der sekretorische pathway sollte also zumindest nicht Zeit-
limitierend auf den Assay wirken. Zusätzlich konnte bereits eine Stunde nach Zugabe von
α-Faktor die Agglutination von S. cerevisiae beobachtet werden, was u. a. die Expression
von Aga1p voraussetzt [332].
Erwähnenswert ist außerdem, dass für die Prozessierung von Aga1p kein Sauerstoff benötigt
wird, die Implementierung des Assays in mikrofluidische Bauteile sollte ohne Probleme
ermöglicht werden können (vgl. Abschnitt 4.4).
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3.3.3 Analytinduzierte Adsorption von AuNP
Zur Beurteilung der Anwendbarkeit (proof-of-principle) des tapAs sollte der quantita-
tive Nachweis des entzündungshemmenden Arzneistoffes Diclofenac (DCF) geführt werden.
Grund für diese Wahl waren Arbeiten von van Leeuwen et al. sowie Schuller et al., die
sich durch die Verwendung des durch DCF induzierbaren PDR5 -Promotors sowie der Hefe
BY4741 hervorragend für vergleichende Aussagen nutzen lassen (vgl. auch Abbildung 4.1
und Abschnitt 4.3.3) [48,88]. Dafür wurde F141 (Signalpeptid aus MFα1 q lAuBP q AGA1)
unter Kontrolle von PDR5 in den single-copy number Plasmid p413 kloniert und in S. cere-
visiae BY4741 transformiert (BY4741-p413-PDR5-141). Zu Hauptkulturen erfolgte nach
zweistündiger Inkubation die Applikation von DCF (c = 0; 0,25; 1; 5; 10 μM). Für die Dar-
stellung der Ergebnisse wurde der Boxplot gewählt (vgl. Abbildung 2.2). Grund dafür war
u. a. die übersichtlichere Darstellung im Zusammenhang mit dem Signifikanztest. Zusätzlich
werden durch diese Methode (Darstellung des Datenbereiches) auch Informationen bzw.
Trends sichtbar, welche durch Angabe des Mittelwertes± Standardabweichung verborgen
bleiben.
Ursprünglich wurden in zwei Versuchen auch Hefen mit 20 μM DCF induziert, hier war
jedoch im Vergleich zur Basalexpression keine erhöhte Anlagerung von AuNP zu be-
obachten (Abbildung 3.20, vgl. nachfolgende Diskussion). An Hefen ohne F141 lagerte
sich zu jedem Zeitpunkt ein vernachlässigbar geringer Anteil an maskierten AuNP an
(rot in Abbildung 3.20). Erwartungsgemäß war die vorgenommene Verringerung der BSA-
Konzentration auf ein molekulares Verhältnis von 30:1 weiterhin für eine vollständige
Inhibition unspezifischer Wechselwirkung hinreichend (vgl. Abschnitt 3.3.2.1).
Nach Induktion der Hefen mit DCF erfolgte die erste Probennahme; alle Hefen adsorbierten
ca. 12,5 % der AuNP. Der verwendete PDR5 -Promotor ist durch eine gewisse Basalaktivität
gekennzeichnet (vgl. Abschnitt 1.1.2 und [48,88]). Somit könnten die gemessenen Werte auf
die spezifische Anlagerung der AuNP an bereits exprimierte Fusionsproteine zurückgeführt
werden (Plot 0 h in Abbildung 3.20). Bereits nach einstündiger Inkubation konnte bei
den mit 5 bzw. 10 μM induzierten Hefen ein signifikanter Anstieg der AuNP-Adsorption
gemessen werden (Plot 1 h in Abbildung 3.20). Diese Werte standen in Übereinstimmung
mit der schnellen, durch PDR5 vermittelten Genexpression; die Proteinbiosynthese und
posttranslationale Prozessierung von F141 war mit der von authentischem Aga1p nach
Pheromonzugabe vergleichbar [88,330,332]. Das Gold bindende Peptid, bzw. dessen Fusion
an Aga1p, hat demnach keine Auswirkung auf die Reifung des Agglutinins. Nach einer
weiteren Stunde unterschied sich auch die Menge adsorbierter AuNP bei Hefen signifikant
von der Kontrolle, welche mit 1 μM DCF inkubiert wurden (Plot 2 h in Abbildung 3.20).
Zum Versuchsende betrug sogar bei den in 0,25 μM inkubierten Kulturen die auf 20 %
erhöhte Adsorption signifikant mehr als die der Kontrolle (Plot 5 h in Abbildung 3.20). Zu
diesem Zeitpunkt wurde aber auch (im Vergleich zu mit 5 μM) bei mit 10 μM induzierten
Hefen eine leichte Verringerung der adsorbierten AuNP gemessen. Auf Grund bereits publi-
zierter Daten sollte im Bereich von 0 - 50 μM eine parallel zur Konzentration des Analyten
steigende Reportergenexpression angenommen werden können [48]. Die hier bestimmten
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Abbildung 3.20: AuNP Adsorption bei DCF-Konzentrationen von 0 - 20 μM. A) Hefen des Stammes
BY4741-p413-PDR5-141 (schwarz) bzw. BY4741-p413-PDR5 (rot) wurden nach zweistündiger Kultivie-
rung mit 0 bis 20 μM DCF induziert. Zu angegebenen Zeitpunkten wurde der tapAs mit 2 x 108 Hefen
je Kultur durchgeführt. Aufgetragen ist die Menge adsorbierter AuNP gegen die Konzentration von DCF.
B) Die optische Dichte der Zellsuspension im Verlauf der Inkubationsdauer in DCF ist dargestellt. n = 5;
bei cDCF = 20 μM: n = 2; BY4741-p413-PDR5: n = 3. Alle Proben wurden als Duplikate gemessen. Signi-
fikanztest: t-Test, * = p< 0,05; ** = p< 0,01; *** = p< 0,001.
Werte sollten durch die Zahl der Replikate in Doppelbestimmungen als robust angesehen
werden können. Diese Diskrepanz wäre demnach möglicherweise durch eine tatsächliche
Verringerung von prozessiertem Reporterprotein durch zellbiologische Vorgänge der UPR,
einer gewissen Instabilität von Aga1p oder auch der PDR zu erklären (Abschnitt 4.3.3).
Die UPR ist laut Literatur ebenfalls als Grund für leicht reduzierte Wachstumsraten anzu-
nehmen (B in Abbildung 3.20) [252]. Die Ursache von intrazellulären Phänomenen für die
Verringerung der Adsorption von AuNP und der OD600 konnte ferner durch die morpho-
logische Untersuchung von Hefen nach fünfstündiger Inkubation in 0, 1 und 10 μM DCF
bekräftigt werden. Mikroskopisch wiesen die Hefen keine Unterschiede in Bezug auf Form
und intrazelluläre Strukturierung auf; Licht wurde identisch durch diese Zellen gestreut
(Abbildung C.2). Veränderungen der Zellgröße oder die durchflusszytometrisch messbare
Konstitution der Zellwand (vgl. Abbildung 3.1) haben demnach nicht stattgefunden.
Generell ist festzuhalten, dass die in Vorversuchen eingestellten Parameter des Assays zur
spezifischen und Analyt-induzierbaren Anlagerung von AuNP auch im proof-of-principle
erfolgreich Anwendung fanden. In den hier durchgeführten Versuchen konnten fünf Proben
parallel und innerhalb von 25 min analysiert werden. tapAs ist als schnell, günstig, einfach
und äußerst funktional einzustufen: möglicherweise konnte durch die Verwendung von wei-
testgehend hefeeigenen Proteinen für die Generierung eines auslesbaren Signals Probleme
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in Bezug auf die posttranslationale Prozessierung vermieden und die Ansprechzeit des
Sensors entsprechend gering gehalten werden. Besonders ist in diesem Zusammenhang
auch die Sensititvität des Sensors bemerkenswert: nach fünfstündiger Inkubation lag das
Detektionslimit bei 0,25 μM DCF. Unter Verwendung des gleichen Promotors, jedoch
in einem multi-copy Plasmid (ca. zehnfache Kopienzahl des Reporterkonstruktes [303])
konnte in einer vorangegangenen Arbeit in demselben Hefestamm nur 0,5 μM DCF nach
15 h Inkubationszeit nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 4.1) [48].
3.3.4 Weiterentwicklung des TAPAS: Möglichkeiten zur Erhöhung der Sensi-
tivität
DCF wurde in Abwässern im nano- bis mittleren picomolaren Bereich detektiert [333,
334]. Für die praktische Anwendung ist es daher unabdingbar, die Sensitivität der Hefen
bzw. des Nachweisverfahrens zu erhöhen. Auf genetischer Ebene erfolgte dies bereits durch
Modifikationen des PDR5 -Promotors und resultierte in einer Erhöhung der Sensitivität um
das Zehnfache [48]. Im Zusammenhang mit tapAs könnte so eine mittlere nanomolare
DCF Konzentration nachweisbar sein. Dieser Bereich liegt jedoch weiterhin um den Faktor
10 bis 1000 oberhalb von real zu erwartenden Werte. Eine Optimierung des Assays könnte
möglicherweise zur weiteren Verringerung des Detektionslimits führen.
Die Analyse von DCF-induzierter Anlagerung von AuNP mit veränderter Maskierung
wurde als erster Ansatzpunkt verfolgt: aus initialen Experimenten ließ sich die Notwendig-
keit der Blockierung von AuNP mit BSA ableiten (vgl. Abbildung 3.13). Mit zunehmender
Maskierung reduzierte sich aber auch die durch F141 hervorgerufene Anlagerung von AuNP
(Abbildung 3.15). Möglicherweise wurde auch durch die bisher verwendete Maskierung von
BSA:AuNP im Verhältnis von 30:1 ein gewisser Anteil der spezifischen Adsorption inhibiert.
Im Zusammenhang mit dem in Abschnitt 4.3.2.1 beschriebenen Modell zur Maskierung der
Nanopartikel erfolgte für nachfolgende Experimente die Präinkubation der AuNP mit BSA
im Verhältnis von 1:10. Dadurch sollten spezifische Interaktionen zwischen B2.4 und AuNP
durch Reduktion der Kompaktheit der BSA-Hülle kaum oder nicht inhibiert werden (vgl.
auch Abbildung 3.15). Im Anschluss wurde der Nachweis von DCF im Bereich zwischen
0,05 und 0,25 μM durchgeführt (Abbildung 3.21). Die auf 30 % erhöhte Anlagerung der
AuNP an nicht-induzierte Hefen (Plot 0 h in Abbildung 3.21) entsprach den Erwartungen,
welche auf der Basalexpression sowie der 40 %igen Adsorption (vgl. Abbildung 3.15) bei
7,5:1 maskierten AuNP und konstitutiver Expression von F141 beruhen. Nach einstündiger
Inkubation konnte bereits eine signifikant höhere Adsorption bei in 0,125 und 0,25 μM DCF
inkubierten Hefen detektiert werden, nach zweistündiger Inkubation sogar bei 0,05 μM DCF
(Plot 1 h und 2 h in Abbildung 3.21). Damit wurde ein neuer unterer Grenzwert bei der
Verwendung von Ganzzell-basierten Sensoren für die Detektion von DCF erreicht. Nach
fünfstündiger Inkubation in den entsprechenden Lösungen lagen bis auf 0,25 μM alle Werte
auf dem Ausgangsniveau (Plot 5 h in Abbildung 3.21). Eine Verringerung der Genexpression
im Zusammenhang mit relativ instabilem Aga1p, wie es in Abschnitt 4.3.3 angedeutet wird,
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könnte dafür als Grund aufgeführt werden. Plasmidverluste durch verringerten Selektions-
druck infolge von cross-feeding Effekten oder abgestorbenen und lysierten Hefen sollten
auf Grund der in Summe geringen Kultivierungsdauer weniger realistisch sein, konnten aber
auch nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.21: AuNP Adsorption bei DCF-Konzentrationen von 0 - 0,25 μM. Hefen des Stammes
BY4741-p413-PDR5-141 wurden nach zweistündiger Kultivierung mit 0 bis 0,25 μM DCF induziert. Zu
angegebenen Zeitpunkten wurde der tapAs mit 2 x 108 Hefen je Kultur durchgeführt. AuNP wurden mit
BSA im Verhältnis 1:10 blockiert. Aufgetragen ist die Menge adsorbierter AuNP gegen die Konzentration.
n = 4; Alle Proben wurden als Duplikate gemessen. Signifikanztest: t-Test, * = p < 0,05; ** = p< 0,01;
*** = p< 0,001.
Zusammenfassend konnte das Detektionslimit von DCF mit tapAs und dem Wildtyp-
PDR5 -Promotor auf einen neuen Grenzwert gesenkt werden. Die Ansprechzeit ist für
Expressions-basierte Ganzzellsensoren bemerkenswert kurz: nach nur einstündiger Inkubati-
on konnten signifikant 0,125 μM DCF detektiert werden. Darüber hinaus ist dieser Assay an
sich innerhalb kurzer Zeit und technisch einfach durchführbar. Der Nachweis erfolgt pho-
tometrisch. Damit sind sämtliche Zielstellungen dieser Arbeit erfüllt worden, eine neuartige
Methode zum Auslesen von Hefe-Ganzzellsensoren wurde evaluiert, der proof-of-principle
übertraf sogar die Erwartungen.
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4 Diskussion
Die Ganzzellsensorik bietet Potential für eine Vor-Ort-Quantifizierung von umweltre-
levanten Stoffen und Xenobiotika. Durch den Einsatz von genmodifizierten Zellen in mi-
niaturisierbaren Endgeräten könnte die aufwendige chemischen Analytik mit ihren hohen
technischen Anforderungen umgangen werden [23, 335]. Für die Detektion des Analyten
stehen u. a. zwei Strategien zur Verfügung: A) Beeinflussung der Genexpression oder B) In-
teraktion von bereits synthetisierten Proteinen. Da B) häufig durch unvorhersehbare Kreuz-
reaktionen fehlerbehaftet ist (vgl. Tabelle 1 in [23]), stellt die promotorbasierte und damit
analytabhängige Genexpression die attraktivere Herangehensweise dar (vgl. Abschnitt 1.2).
Entsprechend wurde eine Vielzahl an Reportergenen entwickelt (vgl. Tabelle 1.1). Deren kor-
rekte Quantifizierung ist für die Genauigkeit des Sensors eminent. Für die Vor-Ort-Analytik
sind Methoden erstrebenswert, die ein Minimum an Arbeitsaufwand erfordern bzw. als aut-
arkes System arbeiten können. Kurze Ansprechzeiten des Sensors sind wünschenswert.
So konnten Van Leeuwen et al. schon nach 45 minütiger Inkubation der Hefe S. cerevi-
siae BY4741 in 30 μM DCF die Expression des Reportergens lacZ der β-Galaktosidase durch
Induktion des DCF-aktivierbaren PDR5 -Promotors nachweisen. Allerdings beinhaltete die
Prozedur des Enzymassays Zelllyse, Proteinbestimmung und eine halbstündige Inkubation
in Anwesenheit des Substrats; der Zeitpunkt bis zum eigentlichen Ergebnis der Analyse wur-
de artifiziell verlängert [88]. Demgegenüber verwendeten Schuller et al. für die Detektion
von DCF im gleichen Hefestamm eGFP als Reportergen und konnten so in Echtzeit die
Akkumulation des Proteins verfolgen. Das System arbeitete an sich autark, jedoch wurden
erst nach sechsstündiger Inkubation in 100 μM DCF initiale Signale detektiert [48]. Diese
Beispiele sollen die Möglichkeit der Verwendung verschiedener Reportergene für ein und
denselben Analyten unter Einsatz des gleichen Promotors sowie Hefestammes veranschau-
lichen. Gleichzeitig sollten sie aber auch verdeutlichen, dass die Symbiose aus autarkem
System und schneller Signalgeneration für diesen Modellanalyten in der Literatur noch
nicht beschrieben wurde. Diese Lücke sollte durch die vorliegende Arbeit geschlossen wer-
den. Ziel war die Etablierung eines Auslesesystems, welches weitestgehend automatisierbar
sowie miniaturisierbar ist und zudem eine kurze Ansprechzeit aufweist. Zur Einsparung von
Kosten wurde ein Minimum an Materialaufwand angestrebt, die Detektion des Signals sollte
einzig durch die Messung der Absorption einer Suspension erfolgen.
Die Biosynthese heterologer (Reporter-) Proteine ist in der Hefe S. cerevisiae BY4741 seit
Jahren etabliert, jedoch nicht für alle Proteine unproblematisch [290, 336–338]. In diesem
Zusammenhang sind auch Methoden zur Erhöhung des Expressionsniveaus umfassend be-
schrieben [339–341]. Dennoch ist die Dauer der Reifung bzw. notwendiger Akkumulation
von heterologen Proteinen in Bezug auf biosensorische Anwendungen kritisch zu hinterfra-
gen [153]. Dieser Engpass könnte durch die Verwendung bestimmter hefeeigener Proteine
bzw. zellulärer Antworten zur Generierung eines Signals in Abhängigkeit eines Analyten
überwunden werden. Im Gegensatz zur Fluoreszenzanalytik ist die Messung der optischen
Dichte einer Suspension bzw. Lösung durch Vermeidung kostenintensiver optischer Bauteile
sowie eines komplexeren technischen Aufbaus eine attraktive Auslesemethode.
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Auf diesen Vorgaben beruhend wurde in dieser Arbeit die Morphologieänderung von ent-
sprechend genmodifizierten Sensorhefen in Abhängigkeit der Analyten Phosphat und Am-
monium untersucht. Ebenfalls erfüllte die Detektion der analytinduzierbaren Flokkulation
die oben genannte Parameter. Ein experimenteller Aufbau wurde entsprechend entwickelt
und evaluiert. Als weitere alternative Auslesemöglichkeit erwies sich die gezielte Anlagerung
von Goldnanopartikeln an S. cerevisiae (tapAs) als zielführender Ansatz.
4.1 Evaluation der Morphologieänderung als Auslesemöglichkeit
für Hefe-Ganzzellsensoren
Oberhalb eines bestimmten Grenzwertes wurde eine von der Konzentration des Phero-
mons abhängige Morphologieänderung der Hefe S. cerevisiae beschrieben [114,342]. Dieses
als ”shmoo“-Effekt charakterisierte, partielle Längenwachstum konnte auch in dieser Arbeit
beobachtet werden (Abbildung 3.1). Nach dreistündiger Inkubation mit α-Faktor wies die
Mehrheit der beobachteten Zellen die typische ”shmoo“-Morphologie auf. Diese Ansprech-
dauer steht in Einklang zu den Beobachtungen von Segall und Tkacz et al. [188,343]. Durch
das Pheromon α-Faktor werden für den Umbau des Zytoskeletts essentielle GTPasen sowie
deren GEF Cdc24p in die Nähe des aktivierten α-Faktor-Rezeptors Ste2p rekrutiert (Ab-
schnitt 1.3.1). Als Resultat aus der konzertierten Aktin-Reorganisation und dem Umbau der
Zellwand erfolgt die mikroskopisch wahrnehmbare Änderung der Morphologie [106,250,344].
4.1.1 Der ”shmoo“-Effekt beeinflusst die Lichtstreuung einer entsprechen-
den Hefesuspension und damit deren optische Dichte
Semyanov et al. zeigten die lineare Abhängigkeit der Lichtstreuung durch die Größe
der Partikel einer Suspension [302]. Moran konnte durch Modifikation der notwendigen
Algorithmen den Einfluss der Zellmorphologie humaner Zellen auf die Streuung von Licht
nachweisen [345]. Das ist insofern bemerkenswert, als dass humane Zellen nur durch eine
einzelne, wenig lichtstreuende Lipiddoppelschicht von der Umgebung abgegrenzt werden.
Dieses Phänomen wurde von Lin et al. weiter verfolgt und so konnten zumindest in einer
Simulation gesunde humane Zellen von Tumorzellen unterschieden werden [187]. Diese
Arbeiten unterstreichen die Bedeutung der Form von Partikeln in einer Suspension auf
deren optische Eigenschaften.
Im Einklang zu diesen Daten stehen die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit. Hefen mit
”shmoo“-Morphologie waren im Durchflusszytometer deutlich durch eine Verschiebung des
Maximums des gestreuten Lichtes von Hefen ohne ”shmoo“-Morphologie zu unterscheiden
(+ 125 w. E., Abbildung 3.1).
Die Konstitution der Zellwand einer Hefe hat ebenfalls bedeutenden Einfluss auf die
Streuung von Licht [346] und damit auch auf die optische Dichte einer Zellsuspension [347].
In diesem Zusammenhang wurde von Ovalle et al. auch die Zunahme der Kompaktheit der
Zellwand mit dem Alter einer Kultur beobachtet: die Verschiebung des Maximums um
+ 60 w. E. bei nicht-induzierten Zellen nach zehnstündiger Inkubation sollte der Literatur
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nach durch das Altern der Hefen und die damit einhergehende Verstärkungen der Zellwand
bedingt worden sein [34,301]. Entsprechend wurden auch bei Suspensionen mit identischer
Zellzahl Differenzen zwischen der OD600 von Hefen nach drei- bzw. zehnstündiger batch-
Kultivierung detektiert.
Für das Ziel dieser Versuche ist aber vor allem der Unterschied um den Faktor 2,6 der
optischen Dichte zwischen Zellen mit und ohne ”shmoo“-Effekt bei vergleichbar alten Kul-
turen festzuhalten (Tabelle 3.1). Im Zusammenhang mit der bereits genannten, graduellen
Antwort der Hefe auf ein Pheromon sollte dieser photometrisch detektierbare Unterschied
durchaus als Auslesemöglichkeit für Ganzzellsensoren genutzt werden können.
4.1.2 Das experimentelle Setup war für den proof-of-principle weniger ge-
eignet
Die Morphologieänderung wurde in Abhängigkeit der Nährstoffe Ammonium und
anorganisches Phosphat untersucht, da dies ein Ziel des Projektes war, in dessen Zusam-
menhang diese Arbeit entstand. Darüber hinaus ließen sich die Ergebnisse hervorragend
mit den Arbeiten von A. Groß (2012) vergleichen, in welchen die Verwendung von Hefe-
Ganzzellsensoren für den Nachweis dieser Nährstoffe untersucht wurde. Entsprechend
wurde MFα1 unter Kontrolle der Promotoren von AGP1 (Repression durch Ammonium)
und PHO11 (Induktion durch Phosphatmangel, vgl. Abschnitt 1.1.1) kloniert. Die Mor-
phologieänderung sollte sowohl im ”lights-on“ (PHO11 ) als auch im ”lights-off “ (AGP1)
Modus untersucht werden. In Vorversuchen wurde eine mikroskopische Evaluation der
Genexpression vorgenommen, da auf Grund der Literatur, insbesondere durch Julius et
al., Schwierigkeiten mit der Stabilität der multi-copy -Plasmide p426-AGP1/PHO11-MFα1
zu erwarten waren. In dieser Publikation wurde in einem anderen Zusammenhang auf die
verstärkte Integration, oder aber auch den Verlust von MFα1 hingewiesen, sofern sich das
Gen auf einem multi-copy -Plasmid befindet [348].
Um die Auswertung mikroskopischer Abbildungen zu automatisieren, wurde die Imple-
mentierung einer Software auf Grundlage der Arbeiten von M. Jahn angestrebt [300].
Zusammengefasst kann über die Bestimmung der Exzentrizität einer Zelle die Morphologie
in ”shmoo“und nicht-”shmoo“eingeteilt werden [300]. Die genaue Abbildung der Zelle bzw.
Erkennung der Zellgrenze ist zwingende Voraussetzung. Ein mittels Matlab geschriebenes
Skript bzw. dessen modifizierte und weiterentwickelte Versionen (freundlicherweise von M.
Schröder, IfU, Lichtenau bereitgestellt) scheiterten jedoch an der Qualität der Aufnahmen.
Sofern die Hefen nur über Grauwerte von ihrer Umgebung abgegrenzt waren, war der
Fehler durch unscharfe Bilder und damit ungenaue Zellgrenzen oder durch zufällig zusam-
mengelagerte Hefen bzw. Hefen in der Teilungsphase zu groß, als dass die entsprechende
Auswertung sinnvoll Anwendung finden konnte. Daher wurden für Vorversuche die Auf-
nahmen manuell ausgewertet und Zellen vergleichend zu Abbildung 3.1 in die Kategorien
”knospend“, ”uneindeutig“, ”shmoo“ sowie ”unbudding“ eingeteilt.
Für die Versuche zur Analyt-induzierten Morphologieänderung wurden Hauptkulturen
mit 1 x 107 Zellen/ml angeimpft und entweder direkt (p426-PHO11-MFα1) oder nach
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dreistündiger Kultivierung (p426-AGP1-MFα1) induziert. Sowohl bei der Induktion als
auch Repression von MFα1 konnten zwar Unterschiede hinsichtlich der Zellmorphologie
beobachtet werden, diese waren jedoch so gering, dass keine signifikante Veränderung der
optischen Dichte zu erwarten war. Die maximale Zunahme des Anteils von Zellen mit
”shmoo“-Morphologie unter Phosphatmangel betrug 8 %. Diese Erhöhung sollte prinzipiell
messbar sein, allerdings liegt sie unterhalb des systematischen Fehlers von 10-20 %, der sich
aus der notwendigen Zählung von Zellen ergibt (vgl. Tabelle 3.1). Kritisch ist zum einen der
geringe Anteil von Hefen mit ”shmoo“-Morphologie, zum anderen auch der Fehler an sich
zu betrachten. Die Verwendung eines miniaturisierten Durchflusszytometers wäre für die
Analytik jedoch denkbar und würde zusätzlich die Problematik der Zellzählung umgehen.
Hennig et al. untersuchten die α-Faktor-Sekretion von dem Hefestamm BY4742
(MATα), transformiert mit dem Vektor p426-GPD-MFα1. Nach sechsstündiger Inku-
bationsdauer von Kulturen mit einer initialen Dichte von 5 x 106 Zellen/ml konnten im
Überstand 500 nM α-Faktor nachgewiesen werden [52]. Diese Menge ist zur Induktion der
Morphologieänderung in dem hypersensitiven Stamm BY4741Δbar1 hinreichend (Daten
nicht gezeigt). Wird die notwendige Dauer zur Akkumulation von α-Faktor [52] mit der
Ansprechzeit des Promotors [153] sowie die benötigte Zeit für den Umbau des Zytoskeletts
und der Zellwand (diese Arbeit) überschlagen, so sollte bei der hier eingesetzten Zellzahl in
etwa nach acht- bis neunstündiger Inkubation in Plim (”lights-on“-Modus) eine Morpho-
logieänderung bei der Mehrheit der Zellen zu detektieren sein. Dies war jedoch nicht der
Fall. Im Umkehrschluss musste also die Konzentration von α-Faktor im Medium für eine
zelluläre Reaktion unter dem Grenzwert gelegen haben. Eine diesbezügliche Quantifizierung
erfolgte nicht, da auch detaillierte Kenntnisse über die (als wahrscheinlich anzunehmende)
sehr geringe Konzentration des Pheromons für das Versuchsziel nicht hilfreich wären. Grund
für die geringe Menge könnte aber neben der geringeren Promotoraktivität (vgl. [153])
auch die Instabilität des Reporterkonstruktes sein [348, 349]. Auch eine zunehmende De-
sensitivierung der Hefe gegenüber α-Faktor durch die Basalexpression des Phermons, wie
sie weiter unten beschrieben wird, könnte Ursache für das Ausbleiben einer deutlicheren
zellulären Antwort sein.
Die Experimente zur Untersuchung der Morphologieänderung im ”lights-off “ Modus wur-
den gleichermaßen ohne positives Ergebnis abgeschlossen. Bereits zum Zeitpunkt der
Überführung von über Nacht kultivierten Hefen in Nlim wies nur etwa jede zehnte Zelle
die typische ”shmoo“-Morphologie auf. Da diese Zellen in Nlim kultiviert wurden, war eine
permanente Aktivität des AGP1 Promotors und entsprechend konstitutive MFα1 Expressi-
on erwartet worden (Abschnitt 1.1.1); die geringe Akkumulation des Pheromons innerhalb
von 10 h im ”lights-on“ Modus (Plim) sollte durch diese experimentelle Durchführung
umgangen werden. Als Gründe für diese Beobachtungen sind u. a. Effekte des crossfeedings
sowie der bei Julius et al. beobachtete Verlust funktionaler Plasmide aufzuführen. In diesem
Zusammenhang ist auch der durch Lang et al. beschriebene evolutionäre Vorteil von Hefen
ohne funktionaler Pheromonsignalkaskade zu diskutieren [304]. Infolge des Aufwandes
zur Biosynthese, der durch eine gewisse Basalexpression bzw. -aktivität des Signalweges
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impliziert wird, ist die Wachstumsrate von Hefen mit funktionaler Pheromonsignalkaska-
de um zwei Prozent reduziert. Die Wahrnehmung des Pheromons α-Faktor resultiert in
Zellzyklusarrest (vgl. Abschnitt 1.1.3). Entsprechend sollte das Wachstum der mit p426-
AGP1-MFα1 transformierten Hefen ab einer wirksamen Pheromonkonzentration inhibiert
bzw. stark reduziert sein. In der Tat wuchsen sowohl Vor- als auch Hauptkulturen dieser
Hefen deutlich langsamer (Daten nicht gezeigt). Zusammengenommen ergibt sich aus
diesen Punkten das deutlich bevorzugte Wachstum von Hefen, bei denen Mutationen in
dem Pheromonrezeptor Ste2p, im G-Protein oder auch in Komponenten der Pheromon-
signalkaskade zu deren Inaktivierung führten. Somit könnten im Verlauf der Kultivierung
von Vor- und Hauptkulturen in Bezug auf die Perzeption des α-Faktor dysfunktionale
Hefen akkumulieren und eine Morphologieänderung auch bei ausreichender Pheromonkon-
zentration verhindern. Möglicherweise könnte dieser Punkt additiv zu den oben genannten
Problemen mit Plasmid-basiertem MFα1 zu dem Ausbleiben einer Analyt-induzierten Mor-
phologieänderung geführt haben.
Aus den erzielten Ergebnissen ergaben sich jedoch Erkenntnisse, die für weiterführende
Experimente von grundlegender Bedeutung sind.
4.1.3 Weitreichende Modifikationen des Versuchsaufbaus sollten dennoch
zu einer erfolgreichen Anwendung führen
Aus den geschilderten Versuchen lassen sich Voraussetzungen für die Entwicklung eines
funktionsfähigen Assays ableiten. Zwingend notwendig scheint die genomische Integration
der Reporterkassetten, bestehend aus Promotor und MFα1, um stabile Sensorhefen zu er-
zeugen [350]. Darüber hinaus müssen sämtliche Vorgänge der Desensitivierung von BY4741
auf das Pheromon α-Faktor (vgl. Abschnitt 4.1.2) weitestgehend vermieden werden. Eine
geringe Basalaktivität des analytabhängigen Promotors, d. h. stark reduzierte Zugänglichkeit
von cis-regulatorischen Elementen (CRE) für Transkriptionsaktivatoren oder -faktoren, soll-
te angestrebt werden. Zwei Strategien bieten sich für das Erreichen dieses Zieles an: zum
einen könnte bei genomischer Integration der Reporterkassette über epigenetische Modifi-
zierung der Grad der Acetylierung der Histone reduziert und so die Kompaktheit des Hetero-
chromatins (und die Basalexpression reprimiert) beibehalten werden [351, 352]. In diesem
Zusammenhang muss jedoch die Induzierbarkeit des Promotors gewährleistet werden. Fer-
ner könnte auch die Integration der Reporterkassette in transkriptionell herunterregulierte
Bereiche des Genoms erfolgen [353, 354].
Ein direkter Ansatz würde die CREs an sich betreffen: die Modifikation, Verschiebung
oder Deletion von upstream activating sequences (UAS) kann ebenfalls in einer Verringerung
der Rekrutierung von Transkriptionaktivatoren resultieren. [127, 133, 355]. Die Erzeugung
von hybriden Promotoren ist in diesem Zusammenhang besonders erwähnenswert. Bitter
und Egan verfolgten diese Strategie zur gezielten Expression des humanen Interferon-γ in
S. cerevisiae. Dieses Zytokin ist für Hefen toxisch: schon eine geringe Basalexpression führte
zu deutlich reduzierter Plasmidstabilität, die Reduktion der Basalexpression war zwingend
notwendig [356]. Dies wurde durch die Bildung eines chimären Promotors aus dem zentralen
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Bereiches des GPD-Promotors ohne UAS mit funktionalen UAS aus dem Promotor der
Galaktokinase (GAL1 ) erreicht: die Basalexpression des humanen Interferon-γ konnte um
den Faktor 80 gesenkt, die Galaktose-induzierte Expression um das Dreifache erhöht werden
[356].
Parallel zur Verringerung der Basalexpression des α-Faktors sollte die analytinduzierte
Sekretion des Pheromons zur Erhöhung des auszulesenden Signals wesentlich gesteigert
werden. Zu diesem Zweck könnte die Verwendung eines Systems zur Signalamplifikation im
Sinne von Gross (2012) in Betracht gezogen werden: Sensorzellen detektieren den Analyten
und antworten mit der Expression von α-Faktor. Amplifikatorzellen beherbergen wiederum
eine Expressionskassette, in der MFα1 unter Kontrolle des FIG1 Promotors steht, welcher
durch α-Faktor induziert wird; Sensorzellen sollten zum Paarungstyp MATα gehören, um
unabhängig vom Pheromon α-Faktor agieren zu können. Räumlich davon getrennt könnten
Aktorzellen des Paarungstyp MATa in einer Matrix, z. B. aus Agarosegel, in relativ geringer
Anzahl immobilisiert sein: unter Berücksichtigung der Zunahme der optischen Dichte bei
Hefen mit ”shmoo“-Morphologie und konstanter Zellzahl um den Faktor 2,6 (vgl. Tabelle
3.1) wird durch den nicht-linearen Zusammenhang zwischen Zellzahl und Absorption ab
OD600 = 0,3 der Messfehler unnötig erhöht. Die Segregation und Einbettung der Aktorzel-
len ist von rein praktischem Interesse: nur so können maximale Veränderungen der optischen
Dichte durch Morphologieänderungen detektiert werden. Eine Erhöhung der OD600 durch
nicht-reaktive Sensorzellen wird verhindert. Ferner konnte gezeigt werden, dass die Vita-
liät der Hefen sowie deren Reaktionsfähigkeit auf α-Faktor nicht von dieser Immobilisierung
beeinflusst wird (A. Müller, AG Biophysikalische Chemie, Universität Leipzig, pers. Kommu-
nikation, vgl. auch [300]). In diesem Zusammenhang ist es ebenfalls notwendig, die Zellzahl
von A) Sensor- und B) Aktorzellen konstant zu halten. A) ergibt sich aus dem proportiona-
len Zusammenhang zwischen Analytkonzentration und zu exprimierenden Pheromon; B) ist
durch die gewählte Auslesemethode für die Richtigkeit des auszulesenden Signals essentiell.
Zusammenfassend sind folgende Aussagen zu treffen:q Es besteht ein Zusammenhang zwischen Morphologie und optischer Dichte.q Der Unterschied der OD600 zwischen Hefen mit und ohne ”shmoo“-Morphologie genügt
für quantitative Aussagen.q Für eine erfolgreiche Anwendung ist ein grundlegendes Redesign des Versuchsaufbaus
bzw. genetisches engineering notwendig.q Der Analyt muss im bisherigen Setup zunächst von Sensorzellen darauffolgend von Ak-
torzellen als Pheromon quasi doppelt detektiert werden. Die Ansprechzeit des Sensors
wird durch dieses Prinzip der Auslesemethode artifiziell verlängert.
Der letztgenannte Punkt ist für sensorische Anwendungen kritisch einzuschätzen.
Durch Veränderung der grundlegenden Strategie könnte die Ansprechzeit der Sen-
sorzellen jedoch deutlich reduziert werden: die Kopplung von heterologen GPCRs an
die Pheromonsignalkaskade anstelle des Pheromonrezeptors könnte die Änderung der
Morphologie in Abhängigkeit des Liganden des GPCRs induzieren. Sämtliche Schritte
der Genexpression wären somit redundant, die Ansprechzeit deutlich (bis auf die Dauer
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der Morphologieänderung) reduziert. Allerdings würde diese Methode den Einsatzbe-
reich des Sensors auf Liganden der GPCRs limitieren, welche funktional integriert werden
können. Auf Grund der biomedizinischen Bedeutung der Charakterisierung von humanen
GPCRs wurde dies bereits zu Beginn der 90er Jahre gezeigt und kontinuierlich weiter
verfolgt [50, 130, 131, 357, 358]. In Abhängigkeit des Rezeptors sind für eine vollständige
Funktionalität verschiedene Modifikationen der hefeeigenen G-Proteine notwendig [131].
Details sind in Abschnitt 4.1.2 in [359] tiefergehend erläutert. Bei den bereits aufgeführten
Veröffentlichungen wurde jedoch nie die Änderung der Morphologie zum Nachweis der
Interaktion genutzt. Dies könnte auf die zum Teil verwendeten Stämme mit Deletion von
FAR1 zurückgeführt werden [131, 357]. Durch die Deletion wird zwar der Zellzyklusar-
rest aber auch die Rekrutierung von Cdc24p zum aktiven Rezeptor inhibiert (vgl. auch
Abschnitt 1.1.3 und Abbildung 1.3) [131, 360]. Somit kann an dieser Stelle auch kein
Umbau des Zytoskeletts erfolgen, die Änderung der Morphologie bleibt aus. Vielmehr fand
die Auslesung von Reporterproteinen wie β-Galaktosidase [131], fluoreszierenden Prote-
inen [359, 361], HIS3 [357] oder die Inhibition des Zellzyklus [362] als Folge aktivierter
Pheromonsignalkaskade Anwendung. Daher stehen keine Daten zur Verfügung, inwiefern
auch geringe Ligandenkonzentrationen in einer Veränderung der Morphologie resultieren.
Einzig sind die Arbeiten von Fukuda et al. zu erwähnen, da hier dieser Effekt zumindest
beispielhaft gezeigt wurde (Abbildung 4 in [361]).
Inwiefern die Kopplung von GPCRs an die Signalkaskade generell in einer Morpholo-
gieänderung resultiert, müsste in weiterführenden Arbeiten analysiert werden. Potential zur
Nutzung dieser neuartigen Auslesemöglichkeit für Ganzzellsensoren besteht.
4.2 Evaluation der Flokkulation als Auslesemöglichkeit für
Hefe-Ganzzellsensoren
In S. cerevisiae kann Umweltstress die Bildung multizellulärer Aggregate induzieren.
Dies impliziert die Expression Zellwand durchspannender Flokkuline, welche über ihre N-
terminalen Domänen Mannosereste auf der Zellwand benachbarter Hefen binden [217]. Bis
zu fünf Hefen können so an einer Weiteren adhärieren, als Folge werden makroskopisch sicht-
bare Flokkulationen wahrgenommen. In Suspension sind sie auf Grund ihrer im Vergleich zu
dispersen Hefen erhöhten Dichte zur passiven Bewegung im Sinne einer Sedimentation oder
durch Lufteinschluss bedingtes Aufsteigen fähig [197–199, 218]. Dieser Prozess ist beson-
ders für biotechnologische Prozesse wie z. B. das Bierbrauen von Bedeutung [200, 363]. Er
könnte darüber hinaus aber auch für sensorische Anwendungen von Interesse sein: wenn die
Expression der Flokkuline unter die Kontrolle eines Analyten gestellt wird, sollte die infolge
der Flokkulation auftretende Sedimentation eine Veränderung der optischen Dichte dieser
Zellsuspension implizieren [44]. In Übereinstimmung mit der Zielstellung dieser Arbeit wäre
die Signalantwort mit einfachsten Methoden analysierbar.
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4.2.1 Induktion der Flokkulation in S. cerevisiae
Entsprechend den Vorüberlegungen sollte die Flokkulation durch gezielte Expressi-
on der Flokkuline erreicht werden. Flo1p ist zu diesem Zweck das geeignetste Protein,
da hierdurch ein Maximum an interzelluären Interaktionen zu erwarten ist [311, 312].
Dieses Flokkulin codierende Gen konnte zwar amplifiziert (A in Abbildung 3.4), jedoch
nicht erfolgreich kloniert werden (B in Abbildung 3.4). Diese Schwierigkeiten wurden
auch in ersten Veröffentlichungen bezüglich der Charakterisierung der Flokkuline beschrie-
ben [203, 216, 307]. Als Gründe sind Rekombinationen des Gens oder letale Effekte des
Genproduktes aufzuführen (Abschnitt 3.2.1). Laut Literatur sollte die Klonierung von FLO1
mit den in dieser Arbeit verwendeten Stämmen von E. coli möglich sein [307,308,312,364].
Hierbei wurden jedoch keine Aussagen über die Effizienz getroffen und entsprechende Ex-
perimente nach mehrmaligen (erfolglosen) Wiederholungen abgebrochen.
Die Induktion der Flokkulation wurde daraufhin über einen indirekten Ansatz ange-
strebt, der die Expression des funktionalen Transkriptionsaktivator für FLO1, Flo8p
impliziert. Zu diesem Zweck musste die im Genom von S. cerevisiae BY4741 vorlie-
gende FLO8 Stoppmutation korrigiert werden (Abschnitt 3.2.2, [221]). Das rekonstituierte
Gen wurde anschließend in den single-copy Vektor p413-GPD hinter dem Promotor der
Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (GPD) kloniert. Als Folge der konstitutiven
Expression von FLO8 [292] konnte bei den über Nacht kultivierten Zellen Flokkulationen
makroskopisch beobachtet werden (Abbildung 3.5). In Übereinstimmung mit der Literatur
war die Bildung der interzellulären Verbindungen von Kalziumionen abhängig [217, 365].
Im Zusammenhang mit der Ionenspezifität wurde auch die mögliche Anbindung des
Lanthanoids Europium (als Eu2+) getestet (Abbildung B.1). Diese Ionen weisen einen
vergleichbaren Radius wie Ca2+ auf (GChemTable, V 0.14.10). Die Verwendung von He-
fen für die Isolation von benötigten seltenen Erden wäre denkbar und auf Grund der
kostengünstigen Kultivierung gegenüber bisheriger Extraktionsmethoden wirtschaftlich
durchaus attraktiv [366–369]. Zu diesem Zweck wurde die unspezifische Anlagerung dieser
Ionen an die Zellwand von Bakterien untersucht und bestätigt [369]. In einer weiteren
Entwicklung konnten Lanthanoide auch spezifisch an Peptide gebunden werden [368]. Auf
Grund der hohen Reaktivität der Lanthanoide bilden sie in wässriger Umgebung jedoch
anorganische, schwer lösliche Komplexe [370]. Dies war in Versuchen der vorliegenden
Arbeit durch eine schnelle Trübung entsprechender Lösungen nachzuvollziehen (vgl. rasche
Abnahme der Transmission bei Zugabe von 10 mM Eu2+ in Abbildung B.1). Offensichtlich
war die Stabilität der Ionen im Komplex höher als eine mögliche Interaktion freier Ionen
mit Flo1p; es konnte nach Zugabe von frisch angesetzter 10 mM Eu2+-Lösung zu Hefen
des Stammes BY4741-p413-GPD-FLO8 keine Flokkulation beobachtet werden. Dies wäre
auch in Übereinstimmung mit der Inhibition der Flokkulation auch in Anwesenheit von
Ca2+ bei höheren pH-Werten, was durch die Bildung stabiler Kalziumhydroxid-Komplexe
begründet ist [293]. Möglicherweise könnte aber die Kombination aus spezifischen Peptiden
und dem etablierten YSD (Abbildung 3.11) biotechnologische Anwendung finden und wäre
für nachfolgende Arbeiten ein durchaus interessantes Aufgabenfeld.
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In Bezug auf die Anwendung der Flokkulation als Auslesemöglichkeit für Ganzzellsensoren
ist die hohe Geschwindigkeit hervorzuheben, mit der die interzellulären Bindungen gebildet
werden. Mank et al. zeigten im Zusammenhang mit einem biosensorischen Nachweis von
Kalzium mittels FRET-Technologie die vollständige Konformationsänderung des unter-
suchten kalziumbindenden Proteins in weniger als einer halben Sekunde [371]. Generell
sind die meisten Konformationsänderungen von Proteinen Prozesse, die in Bruchteilen von
Sekunden stattfinden [372]. Für die in der vorliegenden Arbeit angestrebte sensorische
Anwendung bedeutet dies, dass die Ansprechzeit des Sensors alleine auf die Expression
einer Mindestzahl an Flokkulinen für die Bildung und Aufrechterhaltung der interzellulären
Verbindung beschränkt wird [219].
4.2.2 Die Flokkulation konnte mit Hilfe des etablierten Setups verfolgt wer-
den
In Vorversuchen wurden notwendige Parameter für den experimentellen Aufbau zur
Analyse der Flokkulation ermittelt (Abschnitt 3.2.3 und 3.2.4). Nach Zugabe von Ca2+
konnte mittels automatisierter Messung der Transmission die Flokkulation der Hefen verfolgt
werden. Das System erfüllte sämtliche Vorgaben dieser Arbeit, ist also hervorragend für den
Einsatz in der Biosensorik geeignet. Hervorzuheben ist insbesondere die Unabhängigkeit
von Zusätzen außer dem potentiellen Analyten: Hefen säuern durch metabolische Aktivität
das Medium an, schon zwei Stunden nach Beginn der Kultivierung wurde der pH Wert des
Mediums um 1,5 gesenkt (Daten nicht gezeigt). Ferner ist ihr Wachstum im moderat sauren
Bereich problemlos möglich (K. Hahne, AG Allgemeine Genetik, pers. Kommunikation).
Beide Punkte implizieren das Vorhandensein von unkomplexierten Kalziumionen im für die
Kultivierung der Hefen notwendigen Nährmedium [293]. Darüber hinaus ist die in dem
verwendeten Medium vorhandene Konzentration (laut Datenblatt etwa 2,5 mM Ca2+) für
die Flokkulation ausreichend (vgl. Abbildung 3.5 und [219]). Das komplette System könnte
demzufolge in einem autark arbeitenden Endgerät implementiert werden.
4.2.3 Verschiedene Modifikationen des genetischen Hintergrundes könnten
zu einer erfolgreichen Anwendung der Flokkulation führen
Durch gezielte Induktion der Genexpression von FLO8 durch die Analyt-spezifischen
Promotoren PDR5 (DCF) und FIG1 (α-Faktor) sollte der proof-of-principle erfolgen. Ei-
ne gewisse Basalexpression dieser Promotoren war zu erwarten (vgl. Abschnitte 1.1.2 und
1.1.3). Diese wurde auch in verschiedenen Veröffentlichungen bestätigt [48, 88, 304]. Den
Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit zu Folge reichte dieses Expressionsniveau für die
Synthese der Transkriptionsaktivatoren Flo8p und im Weiteren, für die Expression von FLO1
für die Assemblierung multizellulärer Aggregate aus, welche sich im Umfang nicht von der
GPD-kontrollierten FLO8 -Expression unterscheiden ließen (Daten nicht gezeigt). Wie nach-
folgend beschrieben, sind notwendige Modifikationen für eine funktionale Realisierung die-
ser attraktiven Auslesemöglichkeit relativ komplex und konnten daher im zeitlichen Rahmen
dieser Arbeit, insbesondere in Bezug auf die Evaluation des vielversprechenden Assays zur
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analytinduzierten Anlagerung von AuNP an Hefen (Abschnitte 3.3.3 sowie 4.3) nicht mehr
durchgeführt werden.
4.2.3.1 Notwendige Veränderungen in Bezug auf die Genexpression des
Transkriptionsaktivators bzw. Flokkuline
Da die Basalexpression von FLO8 für die Flokkulation ausreichend war, ist die Redukti-
on dieses Niveaus für weitere Versuche zwingend notwendig. Beispiele dafür wurden bereits
in Abschnitt 4.1.3 diskutiert, vgl. insbesondere [127,133,355]. Möglicherweise könnte diese
generelle Strategie (regulierte Expression von FLO1 mittels Transkriptionsaktivators) aber
auch in einer Sackgasse enden: wenige Moleküle waren für die vollständig induzierte Flok-
kulation ausreichend. Somit wäre auch der analytinduzierte, dynamische Bereich als stark
eingegrenzt einzuschätzen. Dies wäre zwar für sensorische Anwendungen, die eine Quanti-
fizierung zum Ziel haben, wenig attraktiv. Sofern jedoch nur die An- oder Abwesenheit des
Analyten beurteilt werden soll, könnte die Methode durchaus eingesetzt werden.
Alternativ dazu wäre auch vergleichend zu dem Beginn dieser Arbeit die Klonierung und
analytinduzierte Expression von FLO1 denkbar. Eventuell ist die erfolgreiche Klonierung des
vollständigen Gens von Flo1p nur eine Frage der notwendigen Anzahl zu untersuchender
Klone. Die Abbildung eines gewissen Bereiches der Analytkonzentration durch die entspre-
chend graduelle Expression des Flokkulins wurde auch von Kuroda et al. gezeigt [44].
In diesem Zusammenhang ist die Frage nach der minimal notwendigen Anzahl von Flokku-
linen ( = Detektionslimit des Analyten) für die Ausbildung einer interzellulären Verbindung
zu stellen. Die Arbeiten zur Kraftspektroskopie auf Einzelmolekülebene von Flo1p durch
El-Kirat et al. geben dazu Hinweise. Für die Trennung zweier Zellen, welche über die Flo1p-
Mannose Interaktion verbunden sind, wird eine Kraft von rund 2 nN benötigt. Da durch
eine einzelne Wechselwirkung etwa 0,2 nN aufgebaut werden (was in Übereinstimmung
mit den Angaben in [373] steht), sind für einen stabilen Zell-Zell-Kontakt also mindestens
zehn intermolekulare Verbindungen notwendig. Diese Dichte wurde bei konstitutiv flokku-
lierenden Hefen nachgewiesen bzw. sogar um den Faktor zwei bis vier übertroffen [219].
Eine (analytinduzierte) Überexpression der Flokkuline könnte also nicht weiter verfolgt und
damit zur Quantifizierung des Analyten genutzt werden; der Nachweisbereich wäre stark
eingeschränkt. Die Applikation von den bereits oben erwähnten Ja/Nein Nachweisen sollte
jedoch als Anwendung bestehen bleiben.
Daneben könnte das Potential dieser Methode auch in Verbindung mit der Applikation
von Kräften auf die multizellulären Aggregate genutzt werden: wird die kinetische Ener-
gie im System z. B. durch Steigerung der Drehzahl des Rührmagneten erhöht, wird auch
eine betragsmäßig höhere Kraft auf einzelne interzelluläre Verbindungen ausgeübt und die-
se dadurch gelöst (vgl. [217]). Für das Aufrechterhalten dieses Kontaktes müsste folglich
eine höhere als die Mindestzahl an Interaktionen aufgebaut werden, was wiederum erst
bei korrespondierender Analytkonzentration erreicht wird. Letztendlich könnte so durch die
Einstellung der notwendigen kinetischen Energie zur Inhibition der Flokkulation auf die
Konzentration des Analyten geschlossen werden.
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4.2.3.2 Induktion der Flokkulation über Gts1p
Das Protein Gts1p ist auch an der Expression von Flokkulinen beteiligt [208, 374]. Als
”high-copy“ Suppressor von Sfl1p (rekrutiert den Tup1p-Ssn6p Repressorkomplex an FLO1
und inhibiert dadurch die Genexpression, Abbildung 1.4) wird durch Assoziation von Sfl1p
auch ohne Flo8p Aktivität die Expression von FLO1 induziert [208]. Die Daten von Bossier
et al. wiesen dagegen auf eine Gts1p-induzierte Aggregation hin, welche unabhängig von
Flo1p ist [374]. Die Diskrepanz könnte auf die vielfältigen Effekte von Gts1p und die Ver-
wendung verschiedener Hefestämme in den jeweiligen Experimenten erklärt werden [208].
Kuroda et al. nutzten die Gts1p-abhängige Flokkulation für den Nachweis von Kupfer(II)-
Ionen in einer Lösung. Das Reporterkonstrukt bestand aus dem Kupfer-induzierbaren CUP1
Promotor und dem 3’-seitigen GTS1. Quantitativ konnte so über drei Größenordnungen
(0,1 μM - 100 μM Cu2+) der Grad der Flokkulation in Abhängigkeit von Kupferionen be-
stimmt werden [44]. Die notwendige Induktionsdauer betrug hier 7,5 h, was auf die zwei-
fach notwendige Genexpression (zunächst analytinduziert GTS1 und davon abhängig FLO1)
zurückzuführen war. Vorteil dieses Systems war die geringe Basalexpression der Flokkuline
und die gezeigte mögliche Quantifizierung des Analyten. Vergleichbar zur analytinduzierten
Morphologieänderung über die gezielte Expression von α-Faktor wird die Ansprechzeit des
Sensors jedoch artifiziell verlängert. Dies wäre ebenfalls bei der Induktion von FLO8 zu
erwarten gewesen.
Die Verwendung von Flokkulinen selbst als Reporter ist für eine Verringerung der Ansprech-
zeit anzustreben. Sofern keine entsprechenden Reporterkassetten kloniert werden können,
wäre auch die gezielte sexuelle Aggregation von Hefen eine denkbare Alternative (nachfol-
gender Abschnitt).
4.2.3.3 Die analytinduzierte sexuelle Aggregation könnte alternativ zu der
Expression von Flokkulinen verfolgt werden
Eine weitere Möglichkeit zur Anwendung der zellulären Aggregation als Ausle-
semöglichkeit wäre die gezielte sexuellen Aggregation (Agglutination) von Hefen. Als
Folge der Interaktion des Pheromons mit seinem Rezeptor erfolgt auch die Expression
von Agglutininen (vgl. Abschnitt 1.1.3). Für eine sensorische Anwendung wäre ein System
aus konstitutiver Expression eines Agglutinins und einer analytinduzierten Expression des
Interaktionspartners denkbar [101]. Im Zusammenhang mit Expressions-basierter Ganzzell-
sensorik wäre die hohe Geschwindigkeit vorteilhaft (≤ 1 h), mit welcher die Agglutinine
funktional in der Zellwand verankert werden [330, 375]. Auf der anderen Seite wird hier
die Biosynthese und Prozessierung von drei Proteinen im sekretorischen pathway voraus-
gesetzt. Nachteilig wären die höheren metabolischen Kosten, welche die zelluläre Fitness
reduzieren dürften [198]. Ebenfalls müsste die Expression konzertiert stattfinden. Eine
entsprechend hohe Belastung des sekretorischen pathway mit möglicher Induktion der
UPR (vgl. Abschnitt 3.3.3 und Abschnitt 4.3.3.2) und daraus resultierender Reduktion der
Signalintensität ist nicht auszuschließen. Durch diese möglichen Herausforderungen wäre
die Expression von FLO1 dieser Strategie zu bevorzugen.
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Auf Grundlage der in dieser Arbeit generierten Erkenntnisse sowie der Daten von
Kuroda et al. sollte die analytinduzierte Flokkulation dennoch erfolgreich als alternative
Auslesemöglichkeit Anwendung finden können.
4.3 Evaluation des TAPAS als Auslesemöglichkeit für Hefe-
Ganzzellsensoren
Die bereits evaluierten Auslesesysteme für Hefe-Ganzzellsensoren beruhen weitestge-
hend auf authentischen Komponenten. Alternativ dazu sollte die Expression eines heterolo-
gen Reporterproteins verfolgt werden. Hefen werden häufig zur Gewinnung artfremder Pro-
teine eingesetzt, u. a. wegen den eukaryotischen posttranslationalen Prozessierungsschrit-
ten [50, 336, 337]. Allerdings kann es bei bestimmten Proteinen zu ungewollten Modifi-
kationen wie (Hyper-) Glykosilierung [154], dysfunktionaler Faltung [376, 377] oder auch
inkorrekter Sortierung [155, 378] kommen, verbunden mit einer verringerten Ausbeute an
funktionalen Proteinen. Um diese Fehlerquellen zu minimieren, war in dieser Arbeit die Ver-
wendung möglichst kleiner Reporterproteine mit undefinierter Sekundärstruktur zielführend.
Deren Expression sollte darüber hinaus mittels einfacher photometrischer Methoden quanti-
fizierbar sein. Literaturrecherchen wiesen auf bereits charakterisierte Gold bindende Peptide
mit Längen von 13 bis 48 Aminosäuren hin [279,281]. Diese wurden in den entsprechenden
Arbeiten zwar für die Immobilisierung von Hefen auf Goldoberflächen genutzt, könnten aber
auch für sensorische Zwecke Anwendung finden. Dieses Potential wurde in der vorliegenden
Arbeit evaluiert.
Die analytinduzierte, extrazelluläre Exposition Gold bindender Peptide mit entsprechend se-
lektiver Adsorption von AuNP an die Zellwand der Sensor-Hefen wurde angestrebt: ”targeted
adsorption of gold-nanoparticles assay“ (tapAs). Dadurch sollten AuNP in Abhängigkeit
des Expressionsniveaus des Gold bindenden Peptids aus einer Lösung isoliert und demzufol-
ge die optische Dichte dieser Lösung verringert werden (vgl. Abbildung 3.9). Somit wären
durch die Differenz der optischen Dichte der AuNP-Suspension vor und nach Inkubation
mit Hefen quantitative Aussagen über den Analyten möglich. Sinnvoll ist in diesem Zusam-
menhang die Verwendung von AuNP, da durch ihren extrem hohen Extinktionskoeffizienten
(hier ca. 109 M-1 cm-1) auch Veränderungen der Suspension im pikomolaren Bereich gemes-
sen werden können1. Ein weiterer Vorteil der Verwendung von AuNP ist die vergleichbar
zu Jain et al. festgestellte, vernachlässigbare Streuung von Licht. Auf Grund der Größe der
Nanopartikel ist die Suspension als quasi-fluid anzusehen. Somit gilt das Lambert-Beer’sche
Gesetz, das Verhältnis zwischen optischer Dichte und Konzentration der Nanopartikel ist
mindestens über den Bereich von 0 bis 1,5 linear (Daten nicht gezeigt). Voraussetzung für
diesen Assay ist die gezielte Anlagerung von AuNP an Gold bindende Peptide, welche auf
1 Sterisch betrachtet besitzen Hefezellen das Potential zur Anlagerung von etwa 105 AuNP/Zelle (vgl. Fußnote
auf Seite 72). An eine relativ geringe Anzahl an Hefen (107 bis 108) könnten so 1012-1013 AuNP, d. h. Nano- bis
Pikomol AuNP binden. Eine geringfügige Änderung dieser Konzentration ist entsprechend mittels Photometer
detektierbar.
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der Zelloberfläche verankert sind, unspezifische Anlagerungen sollten ausgeschlossen wer-
den. Die yeast surface display -Technologie sollte zu diesem Zweck Verwendung finden.
In der nachfolgenden Diskussion wird zunächst auf das etablierte modulare Systems für
den YSD eingegangen. Bei der Vorstellung der Parameter des tapAs im Abschnitt 3.3.2
erfolgte auch parallel deren kritische Erörterung. Daher wird im Folgenden nur zusammen-
fassend darauf eingegangen (Abschnitt 4.3.2); das Hauptaugenmerk ist vielmehr auf die
Darstellung der Leistungsfähigkeit des Assays gelegt (Abschnitt 4.3.3). Weiterhin werden
Möglichkeiten zur Steigerung der Sensitivität vorgestellt (Abschnitt 4.3.4). Im Zusammen-
hang zu diesbezüglich durchgeführten Versuchen (nicht dargestellt) wurde die Entwicklung
eines neuartigen trimeren Displaysystems angestrebt, welches als ein Fusionsgen mit drei
flexibel austauschbaren Effektorproteinen exprimiert wird (Abschnitt 4.3.4.3). Abschließend
wird die mögliche Implementierung des Assays in mikrofluiden Systemen diskutiert (Ab-
schnitt 4.4).
4.3.1 Die Flexibilität des modularen Systems für den YSD war für die Eva-
luation des Ankerproteins sowie des Sekretionssignals hilfreich
Der YSD wird seit Mitte der 1990er Jahre für die Charakterisierung von Proteinen
bzw. Peptiden und deren Wechselwirkungen genutzt [222, 232, 291, 379, 380]. Ein Fusions-
protein des YSD besteht üblicherweise aus drei Modulen: N-terminales Sekretionssignal,
Effektorprotein und Ankerprotein (vgl. Abschnitt 1.3.3.1 und Abbildung 3.10) [230]. Die
Eigenschaften jedes einzelnen Moduls haben Einfluss auf die Menge korrekt prozessierter
Fusionsproteine [148,239,312]. Darüber hinaus kann durch die Länge des Ankerproteins die
Funktionalität des Effektors deutlich variiert werden [312, 381]. Dies bedeutet aber gleich-
zeitig, dass keine genauen Rückschlüsse, sondern lediglich Hinweise auf die Präsentation
und Wirksamkeit verschiedener Effektorproteine bei der Verwendung ein- und desselben
Ankerproteins erhalten werden können.
Durch das entwickelte Design, bestehend aus Modulen und singulären Restriktionsschnitt-
stellen, konnten die einzelnen Bestandteile des YSD mit experimentell geringem Aufwand
ausgetauscht werden (vgl. Abbildung 3.11). Für die Bestätigung des korrekten Einbaus war
eine check-PCR ausreichend. Dadurch wurde im Verlauf der Arbeit ein nicht unerheblicher
Teil an Zeit, Material und damit Kosten eingespart; es konnten verschiedene Kombinatio-
nen aus Signalpeptid sowie Reporter- und Ankerprotein generiert und funktional getestet
werden.
Vergleichbar zu den Literaturdaten wurden die beschriebenen Einflüsse der einzelnen Module
auf die Prozessierung des YSD auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet (Abbildung 3.12).
Auffällig war zum Einen die Auswirkung des Sekretionssignals: laut Ng et al. wird das syn-
thetisierte Protein unter Verwendung des Sekretionssignals von MFα1 post-translational in
das ER überführt [242]. Bei den entsprechenden Fusionsproteinen (F11x in Abbildung 3.12)
war ein bedeutender Anteil der Fluoreszenz innerhalb der Zelle lokalisiert, was auf Probleme
hinsichtlich der Translokation bzw. Sortierung der Fusionsproteine hindeuten könnte. Als
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Gründe wurden insbesondere Schwierigkeiten bei der Überführung der kompakten Struk-
tur des gefalteten eGFP ins ER genannt [239, 382]. Weitere Gründe könnten kryptische
Sortierungsignale innerhalb von eGFP sein, welche zu einer Sortierung der cytosolischen
Peptidkette in die Vakuole führen [155]. Um diese Problematik zu umgehen, wurde die
durch Fitzgerald et al. postulierte co-translationale Überführung der Peptidkette ins ER
bei Verwendung des Sekretionssignals von Ost1p evaluiert. Sowohl in der der vorliegenden
Arbeit (F311 in Abbildung 3.12) als auch bei Fitzgerald et al. (hier Abbildung 3 und 4)
resultierte dies in der Akkumulation der Fluoreszenz an der Zellperipherie.
Zu einem späteren Zeitpunkt dieser Arbeit wurde die Anlagerung von AuNP an Hefen in
Abhängigkeit des verwendeten Sekretionssignals getestet. Im Gegensatz zu der vermut-
lich extrazellulären Verankerung von eGFP unter Verwendung des Sekretionssignals von
Ost1p (F311 in Abbildung 3.12) stand die kaum nachweisbare Anlagerung von AuNP
an Hefen, welche auf Basis des p413-GPD ein Fusionsprotein aus dem Sekretionssignal
von Ost1p, Gold bindendem Peptid und dem Ankerprotein B3.6 (chimäres Protein aus
Aga1p67-619 mit Flo5p876-1075) exprimierten. Wurde hingegen die Prozessierung des glei-
chen YSD-Fusionproteins unter Kontrolle des Signalpeptids von MFα1 gestellt, so konnte
durch die gemessene Anlagerung von AuNP an die Hefen die extrazelluläre Lokalisation des
Gold bindenden Peptids nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). In Übereinstimmung
mit der Literatur veranschaulicht diese Beobachtung den Einfluss des Effektorproteins auf
die Prozessierung dess YSD-Fusionproteins [148].
Gleichermaßen ist auch der Einfluss des Ankerproteins auf die Lokalisation des detektierten
Fluoreszenzsignals bei gleichbleibendem Sekretionssignal (und Effektorprotein) zu betonen.
Bemerkenswert ist der Vergleich des Fluoreszenzsignals der Fusionsproteine F115 (Ankerpro-
teins B3.5: Aga1p67-559 mit Flo5p976-1075) und F116 (Ankerprotein B3.6: Aga1p67-619 mit
Flo5p876-1075), welche sich nur durch einen leicht veränderten Bereich nahe des C-Terminus
unterscheiden (F115 und F116 in Abbildung 3.12). Während bei F115 eine leichte Fluores-
zenz an der Peripherie der Zelle und Zellorganellen zu beobachten war, konnte bei F116
ausschließlich eine intrazelluläre Fluoreszenz in Vesikeln detektiert werden. Probleme mit der
Faltung und/oder Sortierung von F116 könnten zur vakuolären Akkumulation geführt ha-
ben [272,383]. Eine weitere Möglichkeit wäre die von Reggiori et al. beobachtete vakuoläre
Sortierung von GFP-Fusionsproteinen in Abhängigkeit von geladenen Aminosäureresten in
unpolaren Transmembrandomänen [384]. Allerdings konnte keine entsprechende Domäne in
der Aminosäureseqzenz des Fusionsproteins detektiert werden2 bzw. ist diese auch nicht aus
der Aminosäuresequenz von Flo5p bekannt [216]. Die Ursachen für diese Beobachtungen
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiter aufgeklärt.
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Funktionalität von YSD-Fusionsproteinen
im Sinne einer korrekten Lokalisation der Effektorproteine von allen beteiligten Modulen
des YSD beeinflusst werden kann. Dies wurde bereits mehrfach in der Literatur gezeigt und
ebenfalls in der vorliegenden Arbeit beobachtet [155,239,384]. Das hat zur Folge, dass zur
extrazellulären Lokalisation eines Effektorproteins offensichtlich keine Empfehlungen für die
2Analyse mittels HMMTOP transmembrane topology prediction server [385]
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zu verwendenden Module Sekretionssignal und Ankerprotein abgegeben werden können.
Für die Entwicklung und Evaluation des tapAs wurde das Fusionsprotein F141 aus dem Se-
kretionssignal von MFα1, dem Gold bindenden Peptid lAuBP sowie Aga1p als Ankerprotein
verwendet.
4.3.2 Parameter des TAPAS
In Vorversuchen wurden Hefen mit (BY4741-p413-GPD-141) und ohne (BY4741-p413-
GPD) potentiell extrazellulär verankertem, Gold bindenden Peptid mit AuNP inkubiert und
abzentrifugiert. Die daraus hervorgegangenen Pellets wiesen eine vergleichbare Verfärbung
auf (Abbildung 3.13). Wurde die AuNP Suspension unter identischen Bedingungen abzen-
trifugiert, konnte nur eine vernachlässigbar geringe Sedimentation der AuNP beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Die Verfärbung der Hefepellets war demnach auf eine Ad-
sorption von AuNP an Zellen zurückzuführen. Für die Entwicklung des tapAs war jedoch
eine spezifische Anlagerung der AuNP an Hefen mit extrazellulär lokalisiertem Gold binden-
dem Peptid notwendig, unspezifische Wechselwirkungen mussten inhibiert werden. Darüber
hinaus war die Entwicklung eines Protokolls zielführend, durch das mit möglichst geringem
Aufwand diese Anlagerung schnell und vor allem reproduzierbar quantifiziert werden kann.
Entsprechende Versuche (Abschnitt 3.3.2) werden im nachfolgendem Abschnitt diskutiert.
4.3.2.1 Maskierung der AuNP mit BSA zur Inhibition unspezifischer Wech-
selwirkungen
Analog zu immunchemischen Techniken könnten zur Verhinderung unspezifischer In-
teraktionen der AuNP mit Bestandteilen der Zellwand die Nanopartikel maskiert werden.
Voraussetzung wäre eine energetisch günstigere Wechselwirkung zwischen dem Gold bin-
denden Peptid und dem AuNP gegenüber der Adsorption von BSA an das Partikel sowie
der Hefezelle und dem maskierten AuNP. Zusätzlich darf nur eine nicht-kovalente Ver-
bindung von BSA zum AuNP bestehen. Unter diesen Bedingungen sollte eine spezifische
Anlagerung des Gold bindenden Peptids an das maskierte Partikel mit Verdrängung von
BSA möglich sein. Die Interaktion von BSA mit AuNP wurde in der Literatur ausführlich
beschrieben [284]. Grundlage sind elektrostatische Interaktionen des Proteins mit der syn-
thesebedingten Zitrathülle der für diese Versuche verwendeten AuNP. Diese resultieren in
Abhängigkeit der Proteinmenge in einer gewissen Bedeckung (Bedeckungsgrad, τBSA) der
Nanopartikel. Über τBSA konnte offensichtlich der Grad der un- als auch spezifischen Anla-
gerung der AuNP an Hefezellen eingestellt werden (vgl. Abbildung 3.15).
Brewer et al. geben eine maximale Bedeckung von 3,3 x 1012 Molekülen BSA/cm2AuNP
im (als wahrscheinlich anzunehmenden) end-on-Mechanismus an: die Tertiärstruktur von
BSA bleibt konserviert, es finden nur Interaktionen zwischen einzelnen, in einem distink-
ten Bereich der Oberfläche von BSA lokalisierten, basischen Aminosäuren und der Zi-
trathülle statt [284]. Dieser Veröffentlichung entsprechend wären für die hier verwendeten
Nanopartikel mit Radii von ca. 5 nm (AO =π x 10-12 cm2) ungefähr zehn Moleküle BSA
in Form eines Monolayers für die komplette Maskierung des Nanopartikels hinreichend.
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Durch Präinkubation der AuNP mit BSA im Verhältnis 7,5:1 sollten die Nanopartikel nicht
vollständig bedeckt und unspezifische Interaktionen mit der Hefe möglich sein. Die ge-
messenen Werte spiegeln exakt diese Berechnungen wider: einzig bei statistisch gesehen
unvollständig maskierten AuNPs (Präinkubation AuNP mit BSA im Verhältnis 7,5:1, Abbil-
dung 3.15) wurde auch die Anlagerung an Hefen ohne potentiell extrazellulär lokalisiertem,
Gold bindendem Peptid (BY4741-p413-GPD und BY4741-p413-GPD-111) nachgewiesen.
Werden die Wechselwirkungen von AuNP mit BSA als Gleichgewicht zwischen Desorptions-
und Adsorptionsprozessen im Sinne des Masse-Wirkungsgesetzes als τBSA beschrieben, so
ist auch die beobachtete Zunahme der unspezifischen Adsorption von AuNP parallel zur
Inkubationsdauer zu erklären (vgl. Anteil angelagerter AuNP nach 0,5 minütiger (um 10 %)
und 30 minütiger (um 30 %) Inkubation der Hefen in AuNP in Abbildung 3.15): ein Prozess
aus initialer und sukzessiv stabilisierter Interaktion zwischen Hefe und Zitrathülle mit daraus
hervorgehender Verdrängung von BSA und/oder sogar der Zitrathülle wäre denkbar. Dieser
setzt zwar einerseits die energetische Begünstigung der Wechselwirkung zwischen Hefe und
AuNP gegenüber BSA-AuNP, andererseits aber auch eine gewisse exponierte Zitrathülle
der AuNP voraus. Zu betonen ist die Notwendigkeit der initialen Interaktion zwischen un-
maskierten Bereichen der AuNP mit extrazellulären Bestandteilen der Zelle. Nur in diesem
Zusammenhang schien sich das durch Präinkubation eingestellte Gleichgewicht τBSA in
Abhängigkeit der Zeit zu Ungunsten der Interaktion AuNP-BSA zu verschieben.
Statistisch betrachtet besteht in Folge der Präinkubation von AuNP mit BSA im Verhältnis
von 1:37,5 die Möglichkeit zur Ausbildung einer vollständigen BSA-Schicht um jedes Nano-
partikel (vgl. oben geführte Berechnung). Auf Grund des angenommenen Gleichgewichtes
zwischen De- und Adsorption von BSA von bzw. an AuNP sollte jedoch auch bei einem
Monolayer immer ein gewisser Anteil unmaskierter Zitrathülle vorhanden sein. Den Daten
nach zu urteilen, konnte das kleine und flexible Gold bindende Peptid (Aminosäuresequenz
WAGAKRLVLRRE) bzw. dessen positiv geladenen Amin- und Guanidinylfunktionen von
Lysin und Arginin stabile (energetisch begünstigte), elektrostatische Wechselwirkungen mit
der Zitrathülle der AuNP eingehen: ca. 15 % der AuNP adsorbierten nahezu unabhängig
von der Inkubationsdauer an BY4741-p413-GPD-141 (Präinkubation AuNP mit BSA im
Verhältnis 37,5:1, Abbildung 3.15). Hefen ohne das Gold bindende Peptid wiesen keinerlei
Anlagerungen auf, was möglicherweise auf die starre Struktur der Zellwand und somit ei-
ner fehlenden Interaktionsmöglichkeit mit der Zitrathülle der AuNP zurückgeführt werden
könnte [250].
Werden die AuNP mit einer noch höher konzentrierten BSA-Lösung inkubiert, so ist die
Bildung von Protein-Multilayern um das Nanopartikel denkbar [284]: demzufolge wäre die
Desorption der zur Zitrathülle proximalen BSA-Schicht stark eingeschränkt bzw. nahezu
inhibiert und es besteht keinerlei Interaktionsmöglichkeit von Zitrathülle und Gold binden-
dem Peptid. Eine entsprechende vollständige Inhibition der Anlagerung der AuNP an allen
Hefen, d. h. auch an Hefen mit extrazellulär Gold bindendem Peptid, wurde auch in dieser
Arbeit gemessen (Präinkubation AuNP mit BSA im Verhältnis 75:1, Abbildung 3.15).
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Inwiefern dieses Modell mit den tatsächlich stattfindenden Prozessen in Übereinstimmung
steht, sollte im Zusammenhang mit dieser Arbeit nicht weiter geklärt werden. Für den
entwickelten tapAs ist festzuhalten, dass durch Präinkubation der AuNP in BSA unspezi-
fische Wechselwirkungen inhibiert und die Anlagerung der AuNP einzig an Hefen erreicht
werden kann, welche mutmaßlich Gold bindende Peptide auf ihrer Oberfläche exponieren.
Ferner hat BSA nachweisbar keinerlei Auswirkung auf das disperse Verhalten von AuNP
in Lösung (vgl. Abbildung 3.17). Im Zusammenhang mit entsprechenden Versuchen wurde
sogar die erhöhte Stabilität, d. h. verringerte Agglomeration gegenüber Salzlösungen, ge-
zeigt. Diese Ergebnisse stimmen mit den Arbeiten von Dominguez-Medina et al. überein
und implizieren im Umkehrschluss eine erhöhte Robustheit gegenüber der umgebenden
Matrix [328]. Für biosensorische Anwendungen ist dies vorteilhaft.
4.3.2.2 TAPAS besticht durch seine schnelle, einfache und kostengünstige
Durchführung
Der tapAs wurde im Sinne eines geringen Arbeits- sowie Materialaufwandes opti-
miert (Abschnitte 3.3.2.1, 3.3.2.2 und 3.3.2.4). Ein kritischer Punkt bei Ganzzellsensoren
ist die Anzahl von Zellen, welche für die Generierung eines detektierbaren Signals notwendig
ist [24]. Im Zusammenhang mit dem tapAs ist dies die minimal notwendige Zellzahl, mit der
durch analytbedingte Expression des Gold bindenden Peptids ein dynamischer Bereich adsor-
bierter AuNP photometrisch abgebildet werden kann. Dafür werden theoretisch mindestens
107 bis 108 Hefen je Pikomol AuNP benötigt3. Als zweckerfüllend hat sich eine Anzahl von
1 x 108 Zellen je Pikomol AuNP ergeben (Abbildung 3.18): Bei anzunehmender konstitutiver
Expression von F141 (Sekretionssignal aus MFα1 q lAuBP q AGA1) konnten so 20 % aller
AuNP aus 1 ml 1 nM AuNP gebunden werden; die optische Dichte dieser Lösung sank von
1 auf 0,8. In diesem Zusammenhang ist erneut der Vorteil der Verwendung von Nanoparti-
keln zu erwähnen. Durch ihre Größe ist die Suspension als fluid zu charakterisieren [314].
Entsprechend kann direkt von der Messung der OD523 mittels Lambert-Beer’schem Gesetz
auf die Konzentration der AuNP geschlossen werden [386]. Der aus der Lichtstreuung resul-
tierende Messfehler ist in diesem Bereich zu vernachlässigen; der methodische Messfehler
wird nicht unnötig erhöht.
Die Kombination aus den eingestellten Parametern Zellzahl (1 x 108), Menge und Kon-
zentration der AuNP (1 ml, 1 nM AuNP) sowie der kurzen Inkubationsdauer von Hefen
in der AuNP-Suspension (vgl. auch Abbildung 3.19) mit den optischen Eigenschaften der
AuNP resultieren in einer neuartigen Auslesemöglichkeit für Ganzzellsensoren. Bemerkens-
wert ist die schnelle und experimentell einfache Durchführbarkeit des Assays. In Bezug auf
die Wirtschaftlichkeit eines möglichen Sensors sind dessen geringe Kosten durch Vermei-
dung leistungsfähiger optischer Bauteile hervorzuheben. Aus Sicht des Anwenders ist die
Unabhängigkeit des gesamten Verfahrens von Sauerstoff zu betonen. Die Implementierung
3vgl. Zusammenhang zwischen adsorbierten AuNP je Zelle und dem Extinktionskoeffizienten der verwendeten
AuNP Lösung zu Beginn des Abschnittes 4.3. Nur so kann eine ausreichende Menge AuNP aus der eingesetzten
Suspension entfernt werden, um die daraus resultierende Konzentrationsänderung photometrisch bestimmen zu
können
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des Assays in mikrofluidischen Systemen, in denen es je nach Material leicht zu anoxischen
Bedingungen kommen kann, ist denkbar (Abschnitt 4.4) [387,388]. Vom Prinzip her erfüllt
der tapAs also sämtliche Eigenschaften, die als Zielstellung dieser Arbeit zu Grunde lie-
gen. Inwiefern der Assay auch praktisch Anwendung finden kann, wird im nachfolgenden
Abschnitt diskutiert.
4.3.3 Evaluation des TAPAS: proof-of-principle
Für die Beurteilung des proof-of-principle des tapAs sollte der Modellanalyt DCF
nachgewiesen werden. Grund hierfür war insbesondere die Vergleichbarkeit des Assays mit
Arbeiten von Schuller et al. (C in Abbildung 4.1) sowie van Leeuwen et al. (A in Abbildung
4.1), da hier derselbe Hefestamm BY4741 sowie der gleiche, DCF-responsive, Promotor
von PDR5 verwendet wurde [48, 88]. Als Reporterproteine wurde die β-Galaktosidase [88]
bzw. eGFP [48] unter Kontrolle des DCF-induzierbaren PDR5 -Promotors exprimiert.
Grundlage für die Evaluation des tapAs war dementsprechend die Klonierung des Fusion-
gens F141 (Signalpeptid aus MFα1 q lAuBP q AGA1) unter Kontrolle des PDR5 Promo-
tors mit nachfolgender Transformation in die Hefe S. cerevisiae BY4741 (BY4741-p413-
PDR5-141). In Abhängigkeit der Inkubationsdauer dieser Sensorzellen in unterschiedlichen
DCF-Konzentrationen war eine entsprechend veränderte Expression von F141 zu erwar-
ten. Demzufolge sollten auch unterschiedliche Mengen an AuNP aus der Suspension an die
Sensorzellen adsorbiert werden, die resultierende Differenz auf Grund der eingestellten Para-
meter photometrisch messbar sein. Von der Analyse adsorbierter AuNP können letztendlich
quantitative Aussagen über die Konzentration von DCF getroffen werden.
Diese Erwartungen wurden vollständig erfüllt (Abbildungen 3.20 und 3.21). Bereits nach
einstündiger Kultivierung der Hefen in entsprechenden Lösungen konnten in Abhängigkeit
des Bedeckungsgrades der AuNP mit BSA signifikant 5 μM DCF (BSA:AuNP ∼= 30:1, Ab-
bildung 3.20) bzw. 0,125 μM (BSA:AuNP ∼= 10:1, Abbildung 3.21) nachgewiesen werden.
Diese Daten übertreffen aus der Literatur bekannte Werte um zwei Größenordnung in Be-
zug auf die Konzentration bei vergleichbarer Inkubationsdauer (vgl. A und B in Abbildung
4.1, [88]) bzw. um eine Größenordnung in Bezug auf die Zeit bei gleicher Konzentration
(vgl. C und B in Abbildung 4.1, [48]).
Innerhalb einer Stunde wurde demnach eine ausreichende Anzahl von korrekt exprimierten
und prozessierten Fusionsproteinen aus dem Gold bindenden Peptid und Aga1p auf der Zel-
loberfläche präsentiert. Watzele et al. wiesen übereinstimmend zu dieser Beobachtung die
vollständige Expression sowie Lokalisation von Aga1p innerhalb von 15-20 min nach Phero-
monzugabe nach [330]. Scheinbar hatte die N-terminale Fusion des Gold bindenden Peptids
sowie des Sekretionssignals von MFα1, wenn überhaupt, nur einen unbedeutenden Einfluss
auf die post-translationale Prozessierung von Aga1p. Die Vorüberlegung, dass kleine und
einfach strukturierte Reporterproteine die Ansprechzeit des Ganzzellsensors nicht bedeutend
erhöhen (Abschnitt 1.3.3.2), konnte somit bestätigt werden. Bereits nach zweistündiger In-
kubation der Sensorzellen konnten ein proportionales Verhalten zwischen adsorbierten AuNP
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und DCF-Konzentrationen von 0 μM bis 10 μM gemessen werden; ein für promotorbasierte
Ganzzellsensoren hervorragendes Ergebnis (vgl. B und C in Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Vergleich von Auslesemöglichkeiten von Hefe-Ganzzellsensoren für den Nachweis
von DCF. In allen Arbeiten wurden Hefen des Stammes BY4741 verwendet, die Expression der Repor-
terproteine erfolgte unter Kontrolle des gleichen Promotors. A) β-Galaktosidase Assay: van Leeuwen et al.
klonierten im single-copy Plasmid pSEYC102 hinter dem PDR5 Promotor lacZ als Reportergen. Zu indizier-
ten Zeitpunkten wurden von Hefezellen Proteinextrakte angefertigt und die β-Galaktosidaseaktivität mittels
Hydrolyse von Chlorophenolrot-D-Galaktopyranosid nachgewiesen. Modifiziert nach [88]. B) tapAs: Ver-
wendet wurden mit dem single-copy Plasmid p413-PDR5-141 (Signalpeptid aus MFα1 q lAuBP q AGA1)
transformierte Hefen. Zellproben wurden nach 0, 1, 2 und 5 h Inkubation in DCF entnommen und mittels
entwickeltem tapAs analysiert. Dargestellt ist die Adsorption von AuNP in Abhängigkeit von der Inkuba-
tionsdauer, DCF-Konzentration und Maskierung der AuNP. C) Fluoreszenzmessung: Schuller et al. nutzten
das multi-copy Plasmid p426-PDR5-eGFP. Entsprechend transformierte Hefen wurden im 96-well Format
mit unterschiedlichen Konzentrationen DCF kultiviert. Die detektierte Fluoreszenz wurde auf die Zellzahl
desselben wells normalisiert; die Messung erfolgte automatisiert im Plattenlesegerät. Modifiziert nach [48].
Die vorhandene Literatur ermöglicht auf Grund des gleichen verwendeten Hefestammes
sowie des gleichen Promotors eine ausgezeichnete Grundlage, um die Leistungsfähigkeit
des tapAs in Bezug auf experimentellen Aufwand und Ansprechzeit zu evaluieren: van
Leeuwen et al. nutzten die β-Galaktosidase als Reportergen (A in Abbildung 4.1). Für die
Endpunktmessung musste Protein extrahiert und anschließend dessen Konzentration be-
stimmt werden. Im Folgenden wurden 20 μg Gesamtprotein über 30 min mit dem Substrat
inkubiert. Auch wenn der Nachweis aktiver β-Galaktosidase bereits 45 min nach Zugabe von
30 μM DCF rund die Hälfte des nach sechs Stunden erreichten Maximalwertes betrug, wurde
durch die langwierige experimentelle Prozedur die absolute Nachweiszeit dem Protokoll zu
Folge um schätzungsweise 60 min verlängert. Die Implementierung dieses Nachweisverfah-
rens (vgl. auch Methoden in [88]) in kompakte Sensorik ist als Herausforderung anzusehen
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und wurde in Übereinstimmung dazu noch nicht in der recherchierten Literatur beschrie-
ben [18, 23, 389, 390].
Die Ansprechzeit des entwickelten tapAs liegt in einem ähnlichen zeitlichen Rahmen wie
der β-Galaktosidase Assay (B in Abbildung 4.1). Allerdings zeichnet er sich durch einen
wesentlich weniger komplexen Arbeitsaufwand aus, der möglicherweise unschwer in minia-
turisierbare Endgeräte implementiert werden kann (Abschnitt 4.4 und Abbildung 4.4).
Demgegenüber kam bereits ein automatisiertes Messverfahren bei der fluoreszenzbasierten
Analyse der DCF-Konzentration von Schuller et al. zum Einsatz. Hier wurde die Fluo-
reszenz einer Zellsuspension ohne Eingriff in die Vitalität der Zellen gemessen. Für diese
Versuche wurde das multi-copy Plasmid p426 verwendet, welches per se gegenüber single-
copy Plasmiden in einer deutlich erhöhten Signalstärke resultiert [292,391]. Dennoch konnte
erst nach dem zehnfachen der bei lacZ als Reportergen verwendeten Inkubationsdauer ein
quantifizierbares Signal detektiert werden (A und C in Abbildung 4.1). Dies könnte durch
die notwendige Akkumulation von fluoreszierenden Proteinen sowie deren Reifungsprozess
bedingt sein [392, 393]. Zusätzlich ist eine verzögerte Reifung durch die in diesem expe-
rimentellen Aufbau als wahrscheinlich anzunehmende Sauerstofflimitation in Betracht zu
ziehen [151, 393]. Dieses Problem ist bei dem tapAs auf Grund der zu exprimierenden
Proteine nicht zu erwarten und prädestiniert diesen Assay somit für die Implementierung in
mikrofluidischen Endgeräten.
4.3.3.1 Das Detektionslimit ist möglicherweise durch einen hohen turnover
von Aga1p begründet
Im Vergleich zu veröffentlichen Daten konnte unter Kontrolle des nativen PDR5 -Pro-
motors das Detektionslimit mittels tapAs auf 0,05 μM DCF verschoben werden (Abbildung
3.21 und B in Abbildung 4.1). Dieser Wert liegt nur eine Größenordnung von Konzentra-
tionen entfernt, welche in einer EU-weiten Gewässeranalyse detektiert wurden [334]. Somit
wäre dieser Assay beinahe ohne zusätzliche Modifikation für die Analyse von realen Proben
geeignet. Allerdings scheint das Detektionslimit durch zelluläre Prozesse eingeschränkt zu
sein (Abschnitt 3.3.4). Nach fünfstündiger Inkubation in 0,05 μM bzw. 0,125 μM DCF ent-
sprach der Anteil adsorbierter AuNP dem der Negativkontrolle (Abbildung 3.21). Diese Be-
obachtung könnte auf eine Verringerung der intrazelluläre DCF-Konzentration im Einklang
mit einer gewissen Instabilität von Aga1p zurückgeführt werden: durch die DCF-induzierte
PDR (vgl. Abschnitt 1.1.2) ist die zunehmende Expression der Transportproteine wie Pdr5p
zu erwarten [88, 89]. Infolge deren Wirkungsweise wird DCF aktiv aus der Zelle geschleust,
die intrazelluläre Konzentration sinkt [94, 95]. Damit einhergehend ist eine Verringerung
der Aktivität des PDR5 -Promotor und folglich auch der Expression von F141 naheliegend.
Die Quantifizierung der mRNA von F141 könnte entsprechend Hinweise geben, wurde im
Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht durchgeführt. Die gemessene Abnahme des Anteils ad-
sorbierter AuNP an die Sensorhefen könnte auf eine gewisse Instabilität des Fusionproteins
lAuBP q Aga1p zurückgeführt werden. Zwei Möglichkeiten sind in diesem Zusammenhang
zu diskutieren:
Evaluation des tapAs 99
1. Aktive Proteolyse
2. Hydrolyse des Proteins
1) Hefen des Stammes BY4741 (MATa) sezernieren konstitutiv auf geringem Niveau Bar1p,
welche den Pepsin-ähnlichen Proteasen zuzuordnen ist (Abschnitt 1.1.3) [117,394]. Mouka-
diri et al. zeigten auch die nicht-kovalente Anbindung dieser Protease an die Zellwand [395].
Darüber hinaus wurde die Aktivität der Protease bereits in Vesikeln des sekretorischen
pathway nachgewiesen [117]. Diese Aktivität lässt im Zusammenhang mit den potentiellen
Schnittstellen im Gold bindenden Peptid (Abbildung 4.2) auf eine gewisse Verringerung
funktionaler Fusionsproteine noch vor deren vollständiger posttranslationaler Prozessierung
schließen. Die im sekretorischen pathway ebenfalls konstitutiv aktive Protease Kex2p, wel-
che dibasische Motive schneidet, sollte gleichermaßen in Betracht gezogen werden [396].
Im Zusammenhang mit der batch-Kultivierung sind auch Vorgänge des CWI-Signalweges
zu erwähnen (vgl. auch Abschnitt 3.1.1), welche in dynamischer Regulation der Zellwand
resultieren [250, 397]. An diesen Vorgängen sind in der Zellwand integrierte Proteasen der
Yapsin-Familie beteiligt. Diese extrazellulär lokalisierten und über GPI verankerten Aspartyl-
Proteasen regulieren über die Beeinflussung des turnover von Glukanasen die Konstitution
der Zellwand [398]. Einige dieser Proteasen (z. B. Yps2p) werden auf basalem Niveau, ande-
re erst bei Zellwandstress exprimiert [398]. Die zu dieser Familie zugehörige Protease Yps1p
schneidet dibasische Motive, Yps3p möglicherweise auch unspezifisch nach jeder basischen
Aminosäure [399]. Es ist also durch die konstitutive Expression der genannten Proteasen
von einer gewissen proteolytischen Aktivität des Überstandes von Zellen (Bar1p) sowie in
deren Zellwand (Yapsine) und sogar in Kompartimenten des sekretorischen pathway (Bar1p,
Kex2p) auszugehen.
Parallel mit zunehmender Kultivierungsdauer der Sensorhefen ist auch ein gewisser Anstieg
der Anzahl lysierter Zellen zu erwarten, welcher gleichzeitig die Freisetzung von weiteren
Proteasen impliziert [400–402].
Auf dieser Grundlage wurde untersucht, ob der N-terminale Bereich des Fusionsproteins
F141 entsprechende Schnittstellen besitzt. Die Analyse wurde zum einen aus Gründen der
Übersichtlichkeit, zum anderen auf Grund der kovalenten Anbindung der zentralen Domäne
von Aga1p in der Zellwand auf den distalen Bereich von F141 reduziert: durch Proteo-
lyse von Bereichen in Nähe des C-Terminus ist die weitere Verankerung des N-Terminus
durchaus realistisch (Abbildung 4.2) [403].
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Abbildung 4.2: Mögliche Schnittstellen von lAuBP q Aga1p. Dargestellt ist die Aminosäuresequenz
des Fusionsproteins aus dem Gold bindenden Peptid (fett gedruckt), der SbfI-Schnittstelle (kursiv) und den
N-terminalen 107 Aminosäuren von Aga1p. Mögliche Schnittstellen durch Aspartyl-Proteasen (AspGluN)
und Yps1p/Kex2p (schwarz unterstrichen) bzw. Bar1p (rot unterstrichen) sind angegeben. Analyse mittels
PeptideCutter [404].
Diese Analyse ergab das Vorhandensein von sechs Schnittstellen von Aspartyl-Proteasen in
den N-terminalen 123 Aminosäuren des Fusionproteins lAuBP q Aga1p sowie zwei weitere
mögliche Schnittstellen für Yps1p/Kex2p bzw. eine für Bar1p allein im Gold bindenden Pep-
tid. Es besteht demnach ein gewisses Potential zur Proteolyse des Fusionproteins durch he-
feeigene Proteasen. Folglich ist eine Abnahme der Menge extrazellulär verankerter Gold bin-
dender Peptide durchaus denkbar. Sollten durch verringerte PDR5 -Promotoraktivität keine
neu synthetisierten Fusionsproteine in der Zellwand positioniert werden, ist die Verringerung
der Anzahl extrazellulär lokalisierter Gold bindender Peptide realistisch. Entsprechend sinkt
mit zunehmender Inkubationsdauer der Anteil adsorbierter AuNP. Diese Überlegung wird
durch die gemessenen Werte unterstützt, sollte jedoch durch molekularbiologische Unter-
suchungen bestätigt werden.
2) Neben einer aktiven Spaltung der Proteine kann auch deren natürliche Hydrolyse, der
turnover, zur Verringerung der Anzahl Gold bindender Peptide beitragen. Die Studie von
Romain et al. über die Stabilität des Proteoms von S. cerevisiae stellt für die Diskussion ers-
te Informationen bereit. In dieser Veröffentlichung sind zwar keine Daten zur Stabilität von
Aga1p bzw. Aga2p, jedoch für das Agglutinin des Paarungstypes MATα, Sag1p (Halbwerts-
zeit 2,9 h), angegeben [405]. Da Aga1p eine homologe Funktion erfüllt, wäre aus biologi-
scher Sicht eine vergleichbare Stabilität denkbar. Die unterschiedlichen physikochemischen
Eigenschaften beider Proteine, hervorgerufen durch heterogene Aminosäurekomposition,
lassen jedoch keine genaueren Aussagen zu [101]. Weiterführende Analysen blieben eben-
falls ergebnislos. Lediglich die bioinformatische Bestimmung der Stabilität des Proteins via
”ProtParam tool“
4 resultiert bei Aga1p in ”instabil“ dagegen bei Sag1p in ”stabil“ [404].
Zusammenfassend könnte also eine gewisses Potential zur erhöhten aktiven oder inaktiven
Hydrolyse des Fusionproteins angenommen werden. Im Zusammenhang mit der reduzierten
Expressionsrate wäre so die verringerte Anlagerung der AuNP nach fünfstündiger Inkubati-
onsdauer von Hefen in 0,5 μM bzw. 0,125 μM DCF zu erklären. Möglicherweise ist dadurch
4ProtParam berechnet diverse biophysikalische Parameter von Proteinen an Hand deren Aminosäuresequenz.
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auch Detektionslimit begrenzt. Im Umkehrschluss impliziert diese Instabilität einen enormen
Vorteil für die Wiederverwendbarkeit entsprechender Sensoren (Abschnitt 4.4).
Die gemessenen Werte könnten laut Literatur auch als Schwankungen der zellulären
Antwort interpretiert werden. Diese sind beim Erreichen der unteren Nachweisgrenze eines
Analyten zu erwarten [406]. Die von Schuller et al. gezeigten Daten mit dem verwendeten
Wildtyp PDR5 Promotor unterstützen diese Hypothese; erst die strukturelle Modifikation
des Promotors zur erhöhten Interaktionsfähigkeit mit aktiven Transkriptionsfaktoren hatte
die Verringerung des Detektionslimit um eine Größenordnung zu Folge [48].
4.3.3.2 Durch die unfolded protein response wird möglicherweise das De-
tektionsmaximum limitiert
Im Vergleich zu etablierten Ganzzellsensoren lag das Detektionsmaximum von DCF mit-
tels tapAs bei nur 10 μM gegenüber 30 μM (van Leeuwen et al.) bzw. 100 μM (Schuller
et al., Abbildung 4.1). Bei Inkubation in 20 μM konnte keine zusätzliche Anlagerung von
AuNP an Hefen gemessen werden, die über das Niveau der Negativkontrolle hinausging
(A in Abbildung 3.19). Diese Konzentration liegt zwar weit über real zu bestimmenden
Proben (vgl. [333,334]), jedoch scheint durch intrazelluläre Prozesse die Leistungsfähigkeit
des Assays eingeschränkt zu sein: entsprechende Kulturen wiesen ebenfalls ein deutlich
reduziertes Wachstum auf (B in Abbildung 3.19). Ebenfalls war nach fünfstündiger In-
kubation der Sensorhefen in 5 μM DCF und 10 μM DCF ein vergleichbarer Anteil adsor-
bierter AuNP zu messen (Abbildung 3.20 und B in Abbildung 4.1), welcher nicht durch
eine Sättigung der Adsorption zu begründen ist: das theoretische Adsorptionsmaximum von
8 x 104 AuNP/Hefe (vgl. Fußnote auf Seite 72) wurde durch die hier gemessene Anlage-
rung von 3 x 103 AuNP/Hefe nicht erreicht. Auch wurden (ohne Angabe eines Zeitpunktes)
nach Zugabe des Pheromons α-Faktor bis zu 3 x 104 Moleküle Aga1p auf der Zelloberfläche
nachgewiesen [101]. Das Potential zur Exposition einer entsprechend hohen Anzahl von
Fusionsproteinen ist demnach gegeben.
Mikroskopisch konnten keine morphologischen Unterschiede zwischen Zellen nach fünf-
stündiger Inkubation in 0 μM, 1 μM und 10 μM DCF beobachtet werden (Daten nicht ge-
zeigt). Zusätzlich fand eine durchflusszytometrische Vermessung statt, in der diese Zellen ein
vergleichbares Muster der Lichtstreuung und damit Größe bzw. Konstitution der Zellwand
aufwiesen (Abbildung C.2, vgl. Diskussion in Abschnitt 4.1.1). Eine Limitation hinsicht-
lich der Prozessierung der Fusionsproteine im sekretorischen pathway scheint naheliegend
(vgl. Abschnitt 1.3.3). Sofern die Kapazitäten des ER hinsichtlich Faltung von Peptidketten
ausgereizt sind, wird durch die in Abschnitt ”Faltung im ER und die Unfolded Protein Re-
sponse“ in Punkt 1.3.3.1 beschriebenen Vorgänge die UPR aktiviert. Diese resultiert nicht
nur in einer Verringerung der Translation von mRNAs sowie der Translokation von Proteinen
in das ER, sondern trägt auch potentiell zum Abbau von mRNAs bei [254,263,407]. Somit
wäre ein gewisses Sättigungsverhalten der vollständigen posttranslationalen Prozessierung
der Fusionsproteine zu erwarten, was in Übereinstimmung zu den gemessenen Daten steht.
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Die in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen zellulären Phänomene impli-
zieren die Möglichkeit zur Ausweitung des Nachweisbereiches in Richtung unterer als auch
oberer Grenze. Entsprechende Maßnahmen werden in nachfolgender Diskussion dargestellt.
4.3.4 Modifikationen zur Erhöhung der Leistungsfähigkeit des TAPAS
Bei den Versuchen zum Nachweis von DCF mittels entwickeltem tapAs wurden Li-
mitationen beobachtet, die möglicherweise auf zelluläre Prozesse zurückzuführen sind (Ab-
schnitte 4.3.3.1 und 4.3.3.2).
Die angesprochene Instabilität von Aga1p könnte mit zunehmender Inkubationsdauer nach-
teilhaft für die Genauigkeit des tapAs sein. Eine möglichst geringe Versuchszeit eines
entsprechenden Sensors ist daher nicht nur aus wirtschaftlichen, sondern auch aus zellbio-
logischen Gründen erstrebenswert. Durch die kurze Ansprechzeit des Assays liegt dies im
Bereich des Möglichen. Allerdings dürfte mit bestimmten Veränderungen auf genetischer
Ebene in Bezug auf die Sensorzelle und des Fusionsproteins eine Verbesserung der Leis-
tungsfähigkeit von tapAs zu erwarten sein. Dazu gehören Deletionen bestimmter Gene für
die UPR, aber auch des CWI (Abschnitt 4.3.4.1). In Bezug auf die Anlagerung von AuNP an
das Fusionsprotein lAuBP q Aga1p könnten Veränderungen des Ankers zu einer verbesserten
Exposition des Gold bindenden Peptids führen (Abschnitt 4.3.4.2). In diesem Zusammen-
hang soll auch die begonnene Entwicklung eines trimeren Displaysystems dargestellt werden
(Abschnitt 4.3.4.3).
4.3.4.1 Modifikation I: genetisches engineering zur Erweiterung des Nach-
weisbereiches
Aus den Ergebnissen sowie deren Interpretation lassen sich verschiedene Deletionsmu-
tanten ableiten, welche möglicherweise das Potential zur erhöhten Präsentation des Gold
bindenden Peptids bei konstanter Genexpression besitzen. Da das Fusionsprotein im sekreto-
rischen pathway prozessiert wird, ist die Deletion oder aber Überexpression der an der UPR
beteiligten Proteine denkbar [339]. Im ER ist Kar2p an Ire1p assoziiert und inhibiert dessen
Dimerisierung. Durch Interaktion ungefalteter Peptidketten mit Kar2p erfolgt die Dissoziati-
on, Ire1p dimerisiert und das Ire1p-abhängige downstream signalling der UPR wird aktiviert
(Abschnitt 1.3.3). Folglich wären beide Proteine für genetisches engineering mögliche Kan-
didaten. Dabei scheinen die positiven Effekte der Deletion vom zu exprimierenden Protein
abhängig zu sein [408]. Wentz et al. untersuchten den Effekt von erhöhter Expression des
Chaperons Kar2p und der PDI auf die Prozessierung von sekretorischen single chain anti-
body fragments bzw. von Fusionsproteinen aus diesen Antikörperfragmenten und Aga2p.
Mittels Western Blot Analyse wurde eine deutlich gesteigerte Expression gelöster Proteine
durch Überexpression von Kar2p/PDI detektiert. Dieser Effekt wurde dagegen nicht beim
Fusionsprotein beobachtet [264]. Gründe wurden in dieser Veröffentlichung nicht genannt.
Proteinspezifische Auswirkungen der Überexpression von Kar2p und PDI sind ebenfalls in
anderen Veröffentlichungen beschrieben [265, 266]. Kar2p ist als bifunktionales Chaperon
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auch für den SRP-abhängigen Import der Peptidkette in das ER zwingend notwendig [244].
In diesem Zusammenhang wäre die Deletion kontraproduktiv, in Verbindung mit einem
co-translationalen, Kar2p unabhängigen Import ist dies wiederum denkbar (vgl. Abschnitt
4.3.4.2) [246]. Die Deletion von Ire1p wäre ein weiterer Ansatzpunkt. Nullmutanten weisen
zumindest kein verändertes Wachstum auf [255]. Inwiefern dies auch in einer reduzierten
UPR, im Sinne der erhöhten Prozessierung von Signalpeptid q lAuBP q Aga1p resultiert,
müsste in entsprechenden Experimenten untersucht werden.
In Bezug auf die potentielle Hydrolyse des Fusionproteins durch in der Zellwand lokalisier-
te Aspartyl-Proteasen der Yapsin-Familie wäre auch deren Deletion interessant. Allerdings
sind nicht alle Mutanten vital [398]. Dagegen ist die Verwendung von Δbar1 Mutanten zur
Verringerung der proteolytischen Aktivität in sekretorischen Vesikeln sowie des Überstandes
(Abschnitt 4.3.3.1) ohne zu erwartende Probleme möglich.
Zusammenfassend sind diverse Modifikationen des genetischen Hintergrundes der Sensorhe-
fen möglich, durch die der Nachweisbereich von DCF erweitert werden könnte. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden davon jedoch keine getestet. Sie bieten damit eine ideale Grundlage
für weiterführende Experimente.
4.3.4.2 Modifikation II: Modifikation des Ankerproteins und Sekretionssi-
gnal zur Verringerung des Detektionslimits
Neben der Veränderung des Genotyps der Sensorhefen sind sowohl Modifikationen
des Sekretionssignals als auch des Ankerproteins zur verbesserten Prozessierung und/oder
Präsentation des Gold bindenden Peptids denkbar. Fitzgerald et al. wiesen eine deutlich ver-
besserte Sekretion von eGFP unter Kontrolle des Sekretionssignals von Ost1p nach [239].
Die in dieser Arbeit durchgeführte fluoreszenzmikroskopische Analyse stimmt mit dieser Be-
obachtung überein (vgl. F111 (Sekretionssignal aus MFα1) und F311 (Sekretionssignal aus
OST1) in Abbildung 3.12). Widersprüchlich dazu steht jedoch die deutlich geringere Anla-
gerung von AuNP an entsprechende Hefen (Daten nicht gezeigt). Dies ist möglicherweise
auf den in Abschnitt 4.3.1 diskutierten Einfluss eines jeden Moduls des YSD bzw. der je-
weiligen Kombination aus Modulen auf die korrekte posttranslationale Prozessierung der
Fusionsproteine zurückzuführen. In nachfolgenden Versuchen könnten weitere, in der Lite-
ratur beschriebene Sekretionssignale überprüft werden [239, 409, 410]
Die Veränderung des Ankerproteins impliziert ein weiteres Verbesserungspotential für
den tapAs. Sato et al. stellten bei dem YSD von Glukoamylase mittels Flo1p eine erhöhte
Enzymaktivität mit zunehmender Länge von Flo1p fest. Sie schlussfolgerten die verbesser-
te Exposition des Enzyms zum Substrat [312]. Das Einfügen eines Polypeptids aus 200
Aminosäuren in den C-terminalen Bereich von Aga1p führte nachweislich zu erhöhter Ag-
glutination [411]. In Bezug auf den tapAs könnte eine Verlängerung von Aga1p zu einer
verbesserten Interaktion zwischen dem Gold bindenden Peptid und AuNP führen. Die von
Huang et al. verwendete Strategie zur Expansion dieses Ankerproteins wurde in der vorlie-
genden Arbeit auf Grund der aufgetretenen Probleme bei der Amplifikation und Klonierung
von DNA-Fragmenten mit repetitiven Sequenzen (vgl. Abschnitt 3.2.1) nicht angestrebt.
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Dennoch sollte ein authentisches Protein verwendet werden, um potentielle Schwierigkeiten
mit der Prozessierung im sekretorischen pathway vorzubeugen. Der C-terminale Bereich von
Flo5p erfüllt diese Bedingungen (vgl. auch Abbildung 3.4). Mittels overlap-extension-PCR
wurde das Fusionsprotein aus Aga1p67-619 mit Flo5p876-1075 (B3.6) generiert und in das
entsprechend restringierte Fusionsgen ligiert (F146).
In der Tat wurde mit diesem Fusionsprotein in initialen Versuchen eine erhöhte Anlagerung
von AuNP im Vergleich zu dem bisher verwendeten Fusionsprotein F141 gemessen (Daten
nicht gezeigt). Weitere Untersuchungen für die Verifizierung der Ergebnisse sind jedoch
notwendig.
Auch wenn die Optimierung der einzelnen Module des YSD ein gewisses Potential zur
erhöhten Adsorption von AuNP bietet, müssen die in Abschnitt 1.3.3 dargestellten Aus-
wirkungen der UPR in Betracht gezogen werden (vgl. Abschnitt 4.3.3.2). Zielführend war
demnach die Steigerung der Anlagerung von AuNP an Hefen ohne Veränderung der Mas-
kierung der AuNP bei konstanter Anzahl entsprechender Fusionsproteine. Zwei Strategien
bieten sich dafür an:
1. Verankerung von multimeren Formen des Gold bindenden Peptids an Aga1p.
2. Entwicklung eines multimeren Displaysystems zur Präsentation von mehreren, dabei
vereinzelten Effektorproteinen an ein Ankerprotein.
Bereits bei der Klonierung von Genen mit repetitiven Sequenzen (AGA1, FLO1 bzw. FLO5)
traten Probleme auf (Abschnitt 3.2.1 und 3.3). Ebenfalls misslang die Klonierung von B2.3
(Gold bindendes Peptid mit drei internen repeats [279]), obwohl hierfür sogar eine mo-
difizierte Version mit alternativer codon-usage zur Reduktion von Sequenzwiederholungen
designt wurde. Die Klonierung von multimeren Formen des verwendeten Gold bindenden
Peptids ist gleichermaßen herausfordernd.
Aus diesem Grund wurde die Entwicklung eines multimeren Displays angestrebt. Möglicher-
weise könnten durch die Präsentation von drei Gold bindenden Peptiden an unterschiedlichen
Positionen eines Ankerproteins die Nanopartikel aus einer Suspension effektiver gebunden
werden. Auf genetischer Ebene sollte dieses Fusionsprotein aus Gründen der Einfachheit des
gesamten Systems in einer polycistronischen mRNA kodiert werden (Abschnitt 4.3.4.3).
Das Heterodimer der Agglutinine Aga1p-Aga2p von Hefen des Paarungstypes MATa stel-
len dafür eine ideale Plattform dar: es würden zwei extrazelluläre lokalisierte N-Termini
(Aga1p und Aga2p) zur Fusion mit Effektorproteinen genutzt werden, welche zumindest
einzeln auch bereits genutzt worden sind [225,233]. Gleichermaßen ist der C-Terminus von
Aga2p für diese Zwecke geeignet [412]. Somit wären bei nahezu konstanter metabolischer
Belastung der Hefe in Bezug auf Transkription und Translation die Menge an potentiellen
Bindestellen für AuNP verdreifacht. Ein solches trimeres System wurde in der Literatur
bisher noch nicht beschrieben und hätte darüber hinaus auch bedeutendes Potential für
biotechnologische Anwendungen (Abbildung 4.3) [226, 413].
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4.3.4.3 Modifikation III: Entwicklung eines trimeren Displaysystems zur
erhöhten Exposition des Gold bindenden Peptids
Tatsächlich wurden bereits multimere Displaysysteme publiziert (vgl. Abbildung 4.3)
[226, 413, 414].
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Abbildung 4.3: Multimere Displaysysteme. A) Zellulosom. Mittels YSD wird ein Scaffoldin präsentiert,
an dem über Adapterproteine weitere Scaffoldine binden und final Enzyme für die Spaltung von Zellulose
rekrutiert werden. Entnommen aus [226]. B) Duales Displaysystem mit Aga2p. Am N- und C-Terminus
eines Aga2p ohne Sekretionssignal und Stoppcodon werden Effektorproteine (grün) fusioniert. Nach [414].
C1) Idee des trimeren Displaysystems. Neben dem dualen Aga2p wird außerdem der in dieser Arbeit
etablierte YSD auf Basis des Aga1p zur Präsentation des Gold bindenden Peptides (rot) verwendet. C2)
Trimeres Display auf genetischer Ebene. Unter Kontrolle eines Promotors wird eine polycistronische mRNA
transkribiert, welche für die zwei YSD-Fusionsproteine lAuBP q Aga1p und lAuBP q Aga2p q lAuBP codiert.
Auf translationaler Ebene werden die Fusionsproteine an dem Linker (L, grau), getrennt. SP = Signalpeptid
zur Prozessierung im sekretorischen pathway.
Tsai et al. entwickelten ein gerüstähnliches System, um über Protein-Protein-Wechselwirkungen
Enzyme für die Zellulosedegradation in räumlicher Nähe zu assemblieren (A in Abbildung
4.3). Durch die Proximität konnte die Effizienz der enzymatischen Spaltung von Zellulose
um das Doppelte im Vergleich zu gelösten Proteinen gesteigert werden [226]. In diesen
Versuchen wurde lediglich das Fusionsprotein aus Aga2p und einem Scaffoldin von der Hefe
exprimiert. Die Biosynthese der übrigen Fusionsproteine erfolgte in E. coli , entsprechend
mussten die Bakterien lysiert und Proteinlösungen anschließend zu den YSD-Hefen gegeben
werden. Diese Methode ist durch die Kultivierung verschiedener Spezies und den experi-
mentellen Aufwand zur Assemblierung der Zellulosomen umständlich. Eleganter wäre die
Verwendung von nur einem Hefestamm mit einem Fusionsgen. Lim et al. veröffentlichten
bereits ein Displaysystem mit dualem Aga2p (B in Abbildung 4.3). Dafür wurde eine
verkürzte Version von Aga2p ohne Sekretionssignal und Stoppcodon verwendet. Nur so
konnte ein Fusionsprotein aus zwei Effektoren und einem Ankerprotein durch Proteinbiosyn-
these gebildet werden [414]. Aga2p wird wiederum über Disulfidbrücken mit Aga1p kovalent
verknüpft [231]. Die N- und/oder C-terminale Fusion mit Proteinen scheint darauf nur
einen vernachlässigbaren Einfluss zu haben, muss aber dennoch in Abhängigkeit von deren
Größe berücksichtigt werden [379, 414, 415]. Im Zusammenhang mit der Präsentation der
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hier verwendeten Gold bindenden Peptide, bestehend aus 13 Aminosäuren, sind demnach
nur geringe Probleme bezüglich der korrekten Heterodimerisierung von Aga1p und Aga2p
zu erwarten.
Weiterhin sollte das etablierte System zum effektiven Austausch von Proteindomänden
des YSD beibehalten werden. Dies konnte durch das Einfügen zusätzlicher singulärer
Restriktionsschnittstellen erreicht werden. Auf molekularbiologischer Ebene kann für die
Translation zweier einzelner Proteine aus einer polycistronischen mRNA u. a. die peptid-
basierte 2A-Technologie oder mRNA-basierte interne Ribosomen-Eintrittsstellen (IRES)
verwendet werden. Die spezifischen Mechanismen sind ausführlich in der Literatur be-
schrieben, die funktionelle Implementierung erfolgte bereits in Hefen und höheren Eukaryo-
ten [169,416–418]. Im Verlauf dieser Arbeit wurden entsprechende Module der Fusionsgene
amplifiziert und die bereits vorhandene Modulbibliothek erweitert (Tabelle 3.3). Notwendige
Versuche zur Klonierung eines trimeren Displays sowie vollständige Funktionsanalyse konn-
ten im Rahmen dieser Arbeit zwar nicht abgeschlossen werden, bieten aber eine exzellente
Grundlage für weiterführende Versuche.
4.4 Ausblick
In dieser Arbeit wurden erfolgreich drei alternative Auslesemethoden für Hefe-
Ganzzellsensoren evaluiert. Am vielversprechendsten ist davon der entwickelte tapAs. Der
gewählte Modellanalyt DCF konnte mit diesem Assay linear über einen Konzentrationsbe-
reich zwischen 0 μM und 10 μM DCF nach zweistündiger Inkubationszeit der Sensorhefen
in entsprechenden Lösungen nachgewiesen werden. Bereits nach nur einstündiger Inkubati-
onszeit wurden signifikant submikromolare Konzentrationen von DCF detektiert. Auf Grund
der fakultativ anaeroben Lebensweise von S. cerevisiae sowie des evaluierten Reporter-
proteins ist die vollständige Funktionalität der Sensorhefen auch in anoxischer Umgebung
denkbar. Dieser immense Vorteil gegenüber etablierten Methoden wie Biolumineszenz oder
Expression fluoreszierender Proteine prädestiniert den tapAs für die Implementierung in
mikrofluidischen Endgeräten (vgl. Abbildung 4.4) [387]. Vorstellbar wäre ein Aufbau, bei
dem Sensorhefen über konstitutiv exprimierte Adapterproteine innerhalb einer mikroflui-
dischen Zelle fixiert sind (A in Abbildung 4.4). Somit wäre eine relativ konstante Zahl
vitaler Sensorzellen garantiert, Schritte zur Bestimmung der Zellzahl bzw. Vitalität sind
nicht notwendig: bei Teilung (und sofern kein weiterer Platz zur Adsorption vorhanden
ist) werden Tochterzellen mit dem durchströmenden Medium aus der Kammer gespült.
Das Gleiche geschieht mit abgestorbenen Zellen. Die innere Wand der Mikrofluidikzelle
könnte z. B. mit kovalent angebundenen RGD-Peptidsequenzen modifiziert werden, deren
Proteolyseempfindlichkeit auf Grund ihrer geringen Größe marginal ist. Alternativ könnten
D-Aminosäuren oder zyklische RGD-Sequenzen verwendet werden [419]. Mit geringer Ba-
salexpression sind entsprechende Integrine bzw. deren funktionale Untereinheiten mittels
YSD durch die Hefe zu präsentieren [420]. Durch Interaktion der Integrine mit dem Peptid
adsorbieren Zellen an der Wand der Mikrofluidikzelle [419–422].
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Abbildung 4.4: Mögliche mikrofluidische Implementierung des TAPAS. A) Potentieller Aufbau des
Systems. In einer mikrofluidischen Zelle sind Sensorhefen z. B. über Protein-Peptid-Wechselwirkungen an
der inneren Wand adsorbiert (Detail). So bleibt eine definierte Zahl vitaler Hefen im System immobilisiert.
Abgestorbene Hefen sowie Zellen nach Teilung, die keine Möglichkeit zur Verankerung finden, werden mit
dem durchströmenden Medium aus der Kammer gespült. In das System ist ein Kreislauf mit definierter
Menge AuNP integriert. Solange kein tapAs durchgeführt wird, bleiben die Ventile (V) geschlossen, die
AuNP Suspension isoliert und deren optische Dichte auf hohem Niveau. B) Durch Applikation einer Probe
erfolgt die analytabhängige Expression des oberflächlich verankerten Gold bindenden Peptids. C) Nach
einer bestimmten Inkubationsdauer werden die Ventile der Mediumzufuhr (M) geschlossen, das Lumen mit
Wasser gespült und danach auch das Ventil des Abflusses (A) geschlossen. Die Ventile des AuNP-Kreislaufs
werden geöffnet, die Kammer mit der Suspension gespült und parallel deren Transmission gemessen. In
Abhängigkeit der Analytkonzentration erfolgt die Anlagerung der AuNP an die immobilisierten Sensorhefen.
Damit sinkt die Konzentration und damit die Absorption der Suspension, analog zu den in dieser Arbeit
erzielten Ergebnissen (z. B. Abbildung 3.20). Durch Messung der Differenz der optischen Dichte kann
letztendlich nach initialer Kalibrierung auf die Konzentration des Analyten geschlussfolgert werden. Die
Implementierung einer Kontrolle in Bezug auf die Zytotoxizität der Probe sollte ebenfalls in Betracht
gezogen werden.
108 Ausblick
Wird diese Messzelle über eine semipermeable Membran mit einer Probenzelle verbunden,
könnte der Analyt (sofern in der Probe vorhanden) zu den Sensorhefen diffundieren und
entsprechend die Genexpression des F141 Reporters aktivieren (B in Abbildung 4.4, vgl.
Abbildung 3.20). Nach definierter Inkubationsdauer (z. B. eine Stunde) würde die Zufuhr
von Medium gestoppt und Hefen kurz mit Wasser gespült. Anschließend wird das System
geschlossen und die Ventile des AuNP-Kreislaufs geöffnet. Die Transmission dieser Sus-
pension wird verfolgt (C in Abbildung 4.4). Nach einem initialen Sprung der Transmission
durch Verdünnungseffekte ist ein weiterer Anstieg durch Anlagerung der AuNP an Hefen im
Sinne des tapAs zu begründen. Somit wäre die zu Beginn der Diskussion erwähnte Lücke
eines autarken und schnell arbeitenden Ganzzellsensors durch die Implementierung des ta-
pAs in einen mikrofluidischen Aufbau geschlossen. Weitestgehend (bis auf den Zugang
zum Analyten) abgeschlossene Systeme wären auf Grund strenger Regularien bezüglich der
Anwendbarkeit und/oder Freisetzung von gentechnisch veränderten Organismen (Gentech-
nikgesetz, GenTG) besonders für den Einsatz in Feldversuchen attraktiv.
Das Auslesesystem des neuartigen Biosensors basiert einzig auf der Detektion der optischen
Dichte der quasi-fluiden AuNP-Suspension. In Bezug auf notwendige Hardwarekomponen-
ten sind preisintensive optische Bauteile nicht notwendig, der Stückpreis eines Endgerätes
ist im Vergleich zur fluoreszenzbasierten Analyse wesentlich geringer.
Alternativ zu AuNP wäre die Verwendung von Silbernanopartikel (AgNP) möglich;
beide Nanopartikellösungen liegen in vergleichbarer Preiskategorie5. In Abhängigkeit ihrer
Synthese besitzen sie ebenfalls eine Zitrathülle, wodurch die in Abschnitt 4.3.2.1 modellier-
te Wechselwirkung zwischen Peptid und Nanopartikel gewährleistet ist. Die entsprechende
Maskierung mittels BSA sollte gleichermaßen funktional sein. Der Extinktionskoeffizient
liegt in derselben Größenordnung wie der von den hier verwendeten AuNP [423]. Kritisch
ist jedoch die Toxizität von Silberionen bzw. -nanopartikel zu betrachten [424]. Allerdings
konnten toxische Auswirkungen der AgNP auf S. cerevisiae erst ab zwei Größenordnungen
über den zu verwendenden Konzentrationen nachgewiesen werden [425].
Im Zusammenhang mit der Evaluation der Leistungsfähigkeit des tapAs wurde die Stabi-
lität des Ankerproteins Aga1p diskutiert. Auf Grund eines möglicherweise hohen turnover
scheint die untere Grenze des Nachweisbereiches beeinflusst zu werden (Abschnitt 4.3.3.1).
In Bezug zu einer Wiederverwendbarkeit des oben beschriebenen Sensors stellt dies jedoch
einen bedeutenden Vorteil gegenüber der Verwendung von extrem stabilen fluoreszenten
Reporterproteinen dar [151].
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Grundlagen für die weitere Steigerung der
Leistungsfähigkeit des tapAs geschaffen. Durch Modifizierung des Genoms der Sensorhe-
fen als auch durch eine potentiell verbesserte Interaktionsmöglichkeit der Gold bindenden
Peptide mit den Nanopartikeln ist eine weitere Verringerung des Detektionslimits zu erwar-
ten.
5Preisangaben von Sigma-Aldrich R© , abgerufen am 07.06.18
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Prinzipiell sind alle notwendigen Schritte zur Umsetzung dieser Ideen bekannt und publi-
ziert. Damit kann die vorliegende Arbeit hervorragend als Grundlage für weiterführende
Versuche genutzt werden.
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Abbildung 1.5: Mögliche alternative Auslesesysteme für Hefe-Ganzzellsensoren 21
Abbildung 2.1: Fluoreszenzmikroskopie von Hefezellen 37
Abbildung 2.2: Boxplot 39
Abbildung 3.1: Morphologieänderung von BY4741Δbar1 43
Abbildung 3.2: Induzierte Morphologieänderung bei Phosphatmangel 46
Abbildung 3.3: Induzierte Morphologieänderung unter Zugabe von Ammonium 48
Abbildung 3.4: Amplifikation FLO1 50
Abbildung 3.5: Rekonstitution von FLO8 51
Abbildung 3.6: Reversible Flokkulation 52
Abbildung 3.7: Flokkulationsindex verschiedener Ionen 53
Abbildung 3.8: Aufbau zur automatisierten Messung der Flokkulation 54
Abbildung 3.9: Schema zur gezielten Anlagerung von AuNP an Sensorzellen 57
Abbildung 3.10: Idee des modularen YSD 58
Abbildung 3.11: Modulares System des YSD 61
Abbildung 3.12: YSD mit eGFP 63
Abbildung 3.13: Initiale Versuche zur Adsorption von AuNP an Hefen 64
Abbildung 3.14: Adsorption von AuNP an Hefen 66
Abbildung 3.15: Adsorption präinkubierter AuNP 68
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Anhang
Im folgenden Abschnitt werden Informationen dargestellt, die für das Nachvollziehen
oder Wiederholen von durchgeführten Experimenten hilfreich sind. Dazu zählen insbe-
sondere die verwendeten Primer zur Amplifikation von DNA-Fragmenten sowie daraus
hervorgegangene Plasmide. Hierbei werden nur die Plasmide aufgelistet, welche auch
in S. cerevisiae transformiert wurden. Zwischenschritte werden u. a. aus Gründen der
Übersichtlichkeit nicht explizit erwähnt.
A Zusätzliche Informationen zu den Versuchen zur
Morphologieänderung
Primer und Plasmide
Aufgelistet werden Primer und Plasmide, die für diese Versuche notwendig waren.
Tabelle A.1: Verwendete Primer zu Versuchen der Morphologieänderung. Aufgelistet werden Na-
me, Sequenz: nicht-kodierender Bereich Restriktionsschnittstellen Hybridisierungsbereich mit TEMPLATE,
Schmelztemperatur TM in ◦C und zusätzliche Erläuterungen. for = Vorwärtsprimer, rev = Rückwärtsprimer
Name Sequenz 5’ → 3’ TM/ ◦C Erläuterung
AGPfor atc tga gct cGG AAA ACA
TAT TAG CAT AAA TCG TCA
TTG C
57 SacI-AGP1 -Promotor (Chro-
mosom III, bp 77920-78919,
for)
AGPrev aga tgg atc cTG TGC GAA
GCT ATC TTT GTC TAT
ATT AGC G
60 BamH1-AGP1 -Promotor (Chro-
mosom III, bp 77920-78919,
rev)
Die hergestellten Plasmide basierten auf dem Vektor p426-PHO11-MFα1 [153]. Durch
Restriktion und Ligation wurden Promotoren ausgetauscht.
Tabelle A.2: Verwendete Plasmide zu Versuchen der Morphologieänderung. Aufgelistet werden
Name und Eigenschaften des Plasmids wie Promotor und Reportergen.
Plasmid Promotor Reportergen Quelle
p426-AGP1-MFα1 AGP1: durch Ammonium reprimierbar α-Faktor diese Arbeit
p426-PHO11-MFα1 PHO11: durch Phosphat reprimierbar α-Faktor [153]
B Zusätzliche Informationen zu den Versuchen zur
Flokkulation
B.1 Primer und Plasmide
Aufgelistet werden Primer und Plasmide, die für diese Versuche notwendig waren.
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Tabelle B.1: Verwendete Primer zu Versuchen der Flokkulation. Aufgelistet werden Name, Sequenz:
nicht-kodierender Bereich Restriktionsschnittstellen Hybridisierungsbereich mit TEMPLATE, Schmelztem-
peratur TM in ◦C und zusätzliche Erläuterungen. for = Vorwärtsprimer, rev = Rückwärtsprimer
Name Sequenz 5’ → 3’ TM/ ◦C Erläuterung
FLO1for atc ttc tag agg atc cAT GAC
AAT GCC TCA TCG CTA TAT
G
57 XbaI-BamHI-FLO1 (for)
FLO1rev ata tct cga gCT AAA TAA
TTG CCA GCA ATA AGG
ACG C
55 XhoI-FLO1 (rev)
FLO8for ata cgg atc cAT GAG TTA
TAA AGT GAA TAG TTC
GTA TCC
55 BamHI-FLO8 (for)
FLO8-OEfor GTA TGA ATG GTG GCA
AAT ATT CTG GG
55 FLO8 mit A425G =̂ kein Stopp in
FLO8 (for)
FLO8-OErev CCC AGA ATA TTT GCC ACC
ATT CAT AC
55 FLO8 mit A425G =̂ kein Stopp in
FLO8 (rev)
FLO8rev aga tct cga gTC AGC CTT
CCC AAT TAA TAA AAT TG
54 XhoI-FLO8 (rev)
Die hergestellten Plasmide basierten auf dem Vektor p413-GPD [292]. Durch Restriktion
und Ligation wurden Promotoren und Reportergene ausgetauscht. Für die analytinduzierte
Flokkulation wurden die Vektoren p413-FIG1/mFIG1/PDR5-FLO8 hergestellt (Details vgl.
Tabelle B.2).
Tabelle B.2: Verwendete Plasmide zu Versuchen der Flokkulation. Aufgelistet werden Name und
Eigenschaften des Plasmids sowie dessen Quelle.
Plasmid Promotor Reportergen Quelle
p413-GPD-FLO8 GPD: konstitutiv FLO8 : Transkriptionsakti-
vator von FLO1
diese Arbeit
p413-FIG1-FLO8 FIG1: durch α-Faktor indu-
zierbar
FLO8 : Transkriptionsakti-
vator von FLO1
diese Arbeit
p413-mFIG1-FLO8 mFIG1: durch α-Faktor in-
duzierbar, geringe Basalex-
pression
FLO8 : Transkriptionsakti-
vator von FLO1
diese Arbeit
p413-PDR5-FLO8 PDR5: durch DCF induzier-
bar
FLO8 : Transkriptionsakti-
vator von FLO1
diese Arbeit
Der FIG1 -Promotor wurde aus dem Plasmid p426-FIG1–eGFP mittels SacI und
BamHI-HF R© geschnitten und in p413- -FLO8 ligiert [153]. Der mFIG1 -Promotor wurde
aus entsprechenden Vektoren (freundlicherweise von S. Hennig, AG Allgemeine Gentik,
TU Dresden, zur Verfügung gestellt) mittels SacI und BamHI-HF R© geschnitten und in
p413- -FLO8 ligiert. Dieser Promotor ist eine modifizierte Version des authentischen
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FIG1 -Promotrs und soll eine geringere Basalexpression aufweisen (S. Hennig, pers. Kom-
munikation). Der PDR5 -Promotor wurde aus dem Plasmid p426-PDR5–eGFP mittels SacI
und BamHI-HF R© geschnitten und in p413- -FLO8 ligiert [48]. Die mit diesen Plasmiden
transformierten Hefen wiesen auch ohne zusätzliche Induktion interzelluläre Aggregationen
auf, welche makroskopisch nicht von p413-GPD-FLO8 unterschieden werden konnten
(Daten nicht gezeigt).
B.2 Die Applikation von Eu2+ führte nicht zur Flokkulation
Die Bildung von interzellulären Verbindungen, welche auf Wechselwirkungen von Flok-
kulinen mit benachbarten Zellen beruhen, ist weitestgehend von Ca2+ abhängig (vgl. Ab-
bildung 3.7 [293]). Im Zusammenhang mit diesen Experimenten wurde ebenfalls die dies-
bezügliche Eignung von Eu2+ untersucht. Durch einen nahezu identischen Ionenradius wie
Ca2+ (Eu2+: 117-135 pm, Ca2+: 100-134 pm) erschien dies im Bereich des Möglichen. Da-
mit wäre eine biotechnologische Anwendung zur Isolation von seltenen Erden aus Lösungen
denkbar.
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Abbildung B.1: Eu2+-induzierte Flokklulation. Hefen wurden entweder mit einem leeren Plasmid
(BY4741-p413-GPD) oder FLO8 unter Kontrolle des GPD-Promotors (BY4741-p413-GPD-FLO8) trans-
formiert. Zellen einer Hauptkultur wurden in 50 mM EDTA gewaschen, in Zitratpuffer (pH 4) resuspendiert
und in die Messzelle überführt. Durch eingestellte Drehzahl des Magneten in der Küvette wurden Hefen in
Suspension gehalten. Nach einminütiger Äquilibrierung erfolgte die Zugabe von 10 mM EDTA, Eu2+ oder
Ca2+.
Dargestellt sind die Ergebnisse eines Versuches zur Induktion der Flokkulation mittels Eu-
ropium(II)chlorid (schwarz in Abbildung B.1). Die Ergebnisse von Ca2+ (blau) und EDTA
(rot) sind bereits in Abschnitt 3.2.4 beschrieben worden. Nach Applikation von 10 mM
Eu2+ verringerte sich sofort die Transmission, was durch Trübung zu begründen war. Als
Grund dafür könnte die beobachtete Komplexbildung von Eu2+ aufgeführt werden [370]. Im
weiteren Verlauf der Versuche war keine weitere Bildung multizellulärer Aggregationen zu
beobachten. Damit übereinstimmend blieb auch die Transmission entsprechender Lösungen
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konstant. Den Daten nach zu urteilen, ist die Affinität der Flokkuline zu Eu2+ geringer
als die Stabilität der Eu2+-Komplexe. Damit ist die Nutzung von Flokkulinen zur Isolation
dieses Lanthanoids ohne Weiteres nicht möglich.
C Zusätzliche Informationen zu den Versuchen des TAPAS
Aufgelistet werden Primer und Plasmide, die für diese Versuche notwendig waren.
Zusätzlich sind Ergebnisse aus Experimenten angegeben, welche nicht im Ergebnisteil dar-
gestellt wurden.
C.1 Primer und Plasmide
Tabelle C.1: Verwendete Primer für Module des YSD. Aufgelistet werden Name, Sequenz: nicht-
kodierender Bereich Restriktionsschnittstellen Hybridisierungsbereich mit TEMPLATE, Schmelztemperatur
TM in ◦C und zusätzliche Erläuterungen. for = Vorwärtsprimer, rev = Rückwärtsprimer
Name Sequenz 5’ → 3’ TM/ ◦C Erläuterung
B1.1for atc ttc tag agg atc cAT GAG
ATT TCC TTC AAT TTT
TAC TG
52 XbaI-BamHI-Sekretionssignal aus
MFα1 (for)
B1.1rev aga tcc gcg gAG CAG CTA
ATG CGG AG
52 SacII-Sekretionssignal aus MFα1
(rev)
B1.2for agt gga tcc ATG CAG TTA
CTT CGC TGT TTT TC
56 BamHI-Aga2 (for)
B1.3for gat ccA TGA GGC AGG TTT
GGT TCT CTT GGA TTG
TGG GAT TGT TCC TAT
GTT TTT TCA ACG TGT
CTT CTG CTc cgc
/ Sekretionssignal aus Ost1p
(vgl. [239]), für
Komplementierung mit B1.3rev
mit 5’ BamHI und 3’ SacII (for)
B1.3rev ggA GCA GAA GAC ACG TTG
AAA AAA CAT AGG AAC
AAT CCC ACA ATC CAA GAG
AAC CAA ACC TGC CTC ATg
/ Sekretionssignal aus Ost1p
(vgl. [239]), für
Komplementierung mit B1.3for
mit 5’ BamHI und 3’ SacII (rev)
B1.4.1for agt gga tcc ATG ACA TTA
TCT TTC GCT CAT TTT
ACC TAC C
59/65 BamHI-AGA1 (for)
B1.4.1rev CCT CGA CGT CAC CGC
ATG TTA GCA GAC TTC
CTC TGC CCT CAC TGA
AAA TTA CAT TGC AAG
CAA CTG C
55/60 Amplifikation von AGA1 mit 3’
2A overlap (rev)
Fortsetzung siehe nachfolgende Seite
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Fortsetzung von vorangegangener Seite
Name Sequenz 5’ → 3’ TM/ ◦C Erläuterung
B1.4.2for GCG GTG ACG TCG AGG
AGA ATC CTG GCC CAA
TGC AGT TAC TTC GCT
GTT TTT CAA TAT TTT
CTG
55/61 Amplifikation von AGA2 mit 5’
2A overlap (for)
B1.4.2rev gta tga gct ccc gcg gAA AAA
CAT ACT GTG TGT TTA
TGG GG
56 SacI-SacII-AGA2 (rev)
B1.5for atc tga gct cCT GGT TCC
GCG TGG
52 SacI-3HAtag (for)
B1.5rev aga tcc gcg gGC GGC CGC
ACT G
52 SacII-3HAtag (rev)
B2.1for atc tcc gcg gAT GGT GAG
CAA GGG C
52 SacII-eGFP (for)
B2.1rev aga ttc ctg cag gCT TGT ACA
GCT CGT CCA TG
54 SbfI-eGFP (rev)
B2.2for atc tcc gcg gAT GGT GAG
CAA GGG C
52 SacII-tdTomato (for)
B2.2rev aga tat gca ttC TTG TAC AGC
TCG TCC ATG
54 NsiI-tdTomato (rev)
B2.3for atc tcc gcg gGC ATA ATA TAT
GAG ATT GAA TAG TAC CAG
AAG TAG CTT GAG TCT
TTC CG
65 SacII-GBP1 (for)
coreGBPfor GGC AAC CAG CGG AAC
AAT CCA ATC TAT GCA TGG
TAA AAC TCA AGC AAC
CTC AGG
57 Komplementierung mit
coreGBPrev zum Aufbau der
Kernstruktur für 3x GBP1 mit
modifizierter Codonusage,
nach [279] (for)
coreGBPrev GTA CCA GAA GTA GCT
TGA GTC TTT CCG TGC
ATA CTC TGG ATT GTT
CCT GAG GTT GCT TGA
GTT TTA CC
57 Komplementierung mit
coreGBPfor zum Aufbau der
Kernstruktur für 3x GBP1 mit
modifizierter Codonusage,
nach [279] (rev)
B2.3rev aga ttc ctg cag gAG ATT GAA
TAG TAC CAG AAG TAG CTT
GAG TCT TTC CG
64 SbfI-GBP1 (rev)
B2.4for ggA TGT GGG CTG GTG
CTA AAA GAT TGG TTT
TGA GAA GAG AAc ctg ca
/ für Komplementierung mit
B2.4rev mit 5’ SacII und 3’ SbfI
Schnittstelle (for)
Fortsetzung siehe nachfolgende Seite
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Fortsetzung von vorangegangener Seite
Name Sequenz 5’ → 3’ TM/ ◦C Erläuterung
B2.4rev ggT TCT CTT CTC AAA ACC
AAT CTT TTA GCA CCA
GCC CAC ATc cgc
/ für Komplementierung mit
B2.4for mit 5’ SacII und 3’ SbfI
Schnitt (rev)
B2.5for tgc tcc gcg gAT GAC TGA
AAC TGA CAA GAA ACA AG
56 SacII-COX17 (for)
B2.5rev tag cctcct gca ggA TTT GCA
CTT GGA ACT TCG AAG C
55 SbfI-COX17 (rev)
B2.6for ata tcc gcg gAT GAG CGA
GCT GAT CAA GG
55 SacII-tRFP (for)
B2.6rev ata ttc ctg cag gTC TGT GCC
CCA GTT TGC
55 SbfI-tRFP (rev)
B2.7for cgc ccc gcg gAT GTG GGC
TGG TGC TAA AAG ATT
GGT TTT GAG AAG AGA
AAT GAC TGA AAC TGA
CAA GAA AC
53 SacII-Fusionsgen 5’
lAuBP-COX17 (for)
B2.8rev ggg tcc tgc agg TTC TCT
TCT CAA AAC CAA TCT
TTT AGC ACC AGC CCA
CAT ATT TGC ACT TGG
AAC TTC G
53 SbfI-Fusionsgen 5’ COX17-lAuBP
(rev)
B2.9for cgc ccc gcg gAT GTG GGC
TGG TGC TAA AAG ATT
GGT TTT GAG AAG AGA
AAT GAG CGA GCT GAT
CAA GG
55 SacII-Fusionsgen 5’ lAuBP-tRFP
(for)
B2.10rev cta tcc tgc agg TTC TCT TCT
CAA AAC CAA TCT TTT
AGC ACC AGC CCA CAT TCT
GTG CCC CAG TTT GC
55 SbfI-Fusionsgen 5’ tRFP-lAuBP
(rev)
B2.11for ata tcc gcg gGA GAA ACG
CAG ATT GGA AAC AC
55 SacII-SCO1 (Sco1p ohne
Transmembrandomäne, for)
B2.11rev tcg ttc ctg cag gTT TGA ATA
AGA AGG AGT ACC ATG CC
55 SbfI-SCO1 (rev)
tD-EF2for ata tgg cgc ccc gcg gAT GGT
GAG C
55 NarI-SacII-eGFP als zweiter
Effektor in trimeren Display (for)
tD-EF2rev ata tcc cgg gtc ctg cag
gCTTGTACAGC
55 XmaI-SbfI-eGFP als zweiter
Effektor im trimeren Display (rev)
Fortsetzung siehe nachfolgende Seite
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Fortsetzung von vorangegangener Seite
Name Sequenz 5’ → 3’ TM/ ◦C Erläuterung
tD-EF3rev cta tct cga gct atc ctg cag gCT
TGT ACA GCT CGT CCA TG
55 XhoI-Stopp-SbfI-eGFP als dritter
Effektor im trimeren Display (rev)
B3.1for atc tcc tgc agg aAC GAC TTG
GTG TCC ATT G
53 SbfI-A-tAGA1 (for)
B3.1rev aga tct cga gCT AAC TGA
AAA TTA CAT TGC AAG C
51 XhoI-tAGA1 (rev)
tD-B3.1rev ata tct cga gcc cgg gCT AAC
TGA AAA TTA CAT TGC
AAG CAA C
55 XhoI-Stopp-XmaI- tAGA1 (rev)
B3.2for atc tcc tgc agg aGG CTA CTA
TTA TCC GCT GAA G
53 SbfI-FLO5 (for)
B3.2rev ata tct cga gCT AAA TAA
TTG CCA GCA ATA AGG
ACG C
55 XhoI-Stopp-FLO5 (rev)
tD-B3.2rev aga tct cga gtt acc cgg gAA
TAA TTG CCA GCA ATA
AGG ACG C
58 FLO5 -XmaI-Stopp-XhoI (rev)
B3.3for atc tcc tgc agg aCA ATC ATC
ATC TTC GAA TTC TTC AG
54 SbfI-MID2s (for)
B3.3sr aga tgg cgc cGG AAG AGC
TGC TGG TG
53 NarI-MID2s (rev)
B3.3lr aga tgg cgc cCA GTA TCA
CCA GAA TCA GTG G
54 NarI-MID2l (rev)
B3.4f atc tgg cgc cCT ACC CTC
TGA CTT TTC AAA GG
54 NarI-WSC1 (for)
B3.4r aga tcc cgg gAT CAG CTT
CGT CTG GAT TG
53 XmaI-WSC1 (rev)
Bt3.4 agg acc cgg gCA TAT TAA
TGT GTC TGA CAA TCA
ACA AG
55 XmaI-WSC1 (Wsc1p ohne
größere cytoplasmatische
Domäne) (rev)
B3.5-OEfor gtg aag agg tga ctg ctg tag agg
cag ata ttg tag caa tag c
52 Amplifikation von B3.1 3’Δ300 bp
mit 3’ 300 bp von B3.2 (for)
B3.5-OErev gct att gct aca ata tct gcc tct
aca gca gtc acc tct tca c
52 Amplifikation von 3’300 bp von
B3.2 mit B3.1 3’ Δ300 bp (rev)
B3.6-OEfor GTA GAC ACA ATG GCT GGg
aaa ata gaa gat acc gtc g
50 Amplifikation von B3.1 3’Δ201 bp
mit 3’ 600 bp von B3.2 (for)
B3.6-OErev cga cgg tat ctt cta ttt tcC CAG
CCA TTG TGT CTA C
50 Amplifikation von 3’600 bp von
B3.2 mit B3.1 Δ201 bp (rev)
Fortsetzung siehe nachfolgende Seite
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Fortsetzung von vorangegangener Seite
Name Sequenz 5’ → 3’ TM/ ◦C Erläuterung
IRESfor att ccc ggg CCC AGT TCG
ATC CTG GGC
56 IRES aus tRNA Valin
(Chromosom VII, 823531-82431)
mit 5’ XmaI (for)
IRESrev CCC AGT TCG ATC CTG
GGC
56 IRES aus tRNA Valin
(Chromosom VII, 823531-82431)
(rev)
IRES-SSrev cca tct cga ggg cgc cAG CAG
CTA ATG CGG AGG ATG
CTG CGA ATA AAA CTG
CAG TAA AAA TTG AAG
GAA ATC TCA TTA TTG
TAA TAG GTA ATT ACA GTT
GTC C
56 IRES aus tRNA Valin
(Chromosom VII, 823531-82431)
mit 3’ Sekretionssignal (aus
MFα1) und NarI-XhoI
Schnittstelle (rev)
2Afor aca tcc cgg gGA GGG CAG
AGG AAG TCT G
55 XmaI-2A-(for)
2Arev cca tct cga ggg cgc cTG GGC
CAG GAT TCT CCT CGA
CGT CAC CGC
56 XhoI-NarI-2A-Peptid (rev)
tD-tAGA2for ata tgg cgc ccc cgg gAT GGA
ACT GAC AAC TAT ATG CGA
GC
55 NarI-XmaI-tAGA2 (Aga2p ohne
Sekretionssignal für trimeren
Display) (for)
tD-AGA2-
Stopp rev
ata tct cga gCT Acc gcg gAA
AAA CAT ACT GTG TGT
TTA TGG GG
65 SacII-AGA2 (Aga2p mit 3’ SacII,
Stoppcodon und XhoI:
kompatibel für dimeren und
trimeren Display) (rev)
Im Zusammenhang mit der Vielseitigkeit des modularen YSD wurde auch die Nutzung
von lAuBP-Effektor-Fusionsproteinen (B2.7 bis B2.10, Tabelle 3.3) als Ersatz für immun-
chemische Methoden verfolgt. Ursache waren die nicht zweifelsfreien Aussagen über die
korrekte Lokalisation von eGFP im Zuge der Etablierung des modularen Systems für den
YSD (vgl. Abschnitt 3.3.1.2 und Abbildung 3.12). Könnte ein goldbindendes Peptid funk-
tional an diese Proteine gekoppelt werden, so wäre die Anlagerung von AuNP im Sinne
des tapAs ein deutlicher Hinweis für deren extrazelluläre Lokalisation. Der Zeit- und Kos-
tenaufwand immunchemischer Methoden wäre zumindest für derartige Ziele redundant.
Durch den begrenzten zeitlichen Rahmen konnten jedoch hier nur entsprechende Module
amplifiziert (Tabelle 3.3), nicht aber in Zellversuchen getestet werden. Auch diese Arbeiten
besitzen ein hohes Potential für weiterführende Experimente.
Die hergestellten Plasmide zur Expression von YSD-Fusionsgenen basierten auf dem
Vektor p413-GPD [292]. Durch das entwickelte modulare System des YSD mit singulären
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Schnittstellen konnten Promotoren und Reportergene mittels Restriktion und Ligation aus-
getauscht werden. Nachfolgend sind die verwendeten Plasmide aufgelistet (Tabelle C.2).
Tabelle C.2: Verwendete Plasmide für den YSD. Aufgelistet werden Name des Plasmids und das
Fusionsprotein. 2A = 2A-Peptid aus dem Thosea asigna-Virus, HA = Hämagglutinin-tag, lAuBP = lineares
goldbindendes Peptid, SS = Sekretionssignal aus MFα1. Für weitere Details vgl. Tabelle 3.3.
Plasmid Reporterprotein
p413-GPD-111 SS-eGFP-Aga1p
p413-GPD-112 SS-eGFP-Flo5p
p413-GPD-114 SS-eGFP-Mid2p29-375-Wsc1p30-378
p413-GPD-115 SS-eGFP-Aga1p67-559-Flo5p976-1075
p413-GPD-116 SS-eGFP-Aga1p67-619-Flo5p876-1075
p413-GPD-116-2A SS-eGFP-Aga1p67-619-Flo5p876-1075-2A
p413-GPD-141 SS-lAuBP-Aga1p
p413-GPD-142 SS-lAuBP-Flo5p
p413-GPD-146-2A SS-lAuBP-Aga1p67-619-Flo5p876-1075-2A
p413-GPD-156-2A SS-Cox17p-Aga1p67-619-Flo5p876-1075-2A
p413-GPD-311 SS(aus Ost1p)-eGFP-Aga1p
p413-GPD-346-2A SS(aus Ost1p)-lAuBP-Aga1p67-619-Flo5p876-1075-2A
p413-GPD-41 authentisches Aga1pΔTAG-2A-Aga2-eGFP
p413-GPD-511 SS-HA-eGFP-Aga1p
p413-PDR5-141 SS-lAuBP-Aga1p
C.2 Durchführung des TAPAS mit maskierten Sensorhefen
Für die Verringerung der unspezifischen Anlagerung von AuNP an Hefezellen war auch
die Maskierung der Hefezellen mit BSA eine geeignete Methode (vgl. Abbildung 3.16).
Allerdings wurde hier eine wesentlich höhere Varianz als bei der Maskierung der AuNP be-
obachtet. Aus Gründen der Vollständigkeit wurde der proof-of-principle des tapAs auch
mit maskierten Sensorhefen durchgeführt (Abbildung C.1). Verwendet wurden ebenfalls die
DCF-sensitiven Zellen des Stammes BY4741-p413PDR5-141, die in Abhängigkeit der Ana-
lytkonzentration ein Gold bindendes Peptid auf ihrer Zellwand präsentieren (vgl. Abschnitt
3.3.3). Der Versuchsablauf erfolgte nach dem etablierten Protokoll (Abbildung 3.19), die
AuNP wurden jedoch nicht in BSA-Lösungen präinkubiert. Stattdessen wurde in den Wasch-
schritten zur Verringerung der Ionenkonzentration entsprechender Zellsuspensionen 0,1 %
BSA (w/v) verwendet (Abbildung C.1).
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Abbildung C.1: TAPAS mit maskierten Sensorzellen. Hefen des Stammes BY4741-p413-PDR5-141
wurden nach zweistündiger Kultivierung mit 0 bis 20 μM DCF induziert. Zu angegebenen Zeitpunkten
wurde der tapAs nach etabliertem Protokoll durchgeführt, wobei die Hefen mit 0,1 % BSA (w/v) gewa-
schen wurden. Aufgetragen ist die Menge adsorbierter AuNP gegen die Konzentration von DCF. n = 5; bei
cDCF = 20 μM: n = 2. Alle Proben wurden als Duplikate gemessen. Signifikanztest: t-Test, * = p < 0,05;
** = p< 0,01; *** = p< 0,001.
Die Probennahme und Durchführung des tapAs erfolgte nach 0, 1, 2, und 5 h Inkubation
der Sensorhefen in DCF. Zu Beginn der Messung konnte bei allen, bis auf die mit 10 μM DCF
inkubierten Sensorhefen, eine vergleichbare Anlagerung von AuNP auf geringem Niveau von
≤ 10 % gemessen werden (0 h in Abbildung C.1). Diese Werte standen in Übereinstimmung
mit der Basalexpression des Fusionproteins F141 (Signalpeptid aus MFα1 q lAuBP q AGA1)
unter Kontrolle des PDR5 -Promotors (vgl. Abbildung 3.20) sowie der geringen Anlagerung
von AuNP an mit 0,1 % BSA (w/v) maskierte Hefen (vgl. Abbildung 3.16). Im Verlauf der
Inkubation nahm in Abhängigkeit der DCF-Konzentration die Menge adsorbierter AuNP
zu. Wie aus den Vorversuchen zu erwarten war, wurde eine wesentlich höhere Varianz
im Vergleich zu der Verwendung von maskierten AuNP gemessen (Abbildung C.1). Die
Heterogenität der Zellwand sollte als primäre Ursache genannt werden [250]. In Bezug auf
die Aussagekraft des tapAs ist demnach die Maskierung der AuNP zu bevorzugen. Als
zusätzlicher Vorteil ist die erhöhte Stabilität der maskierten Nanopartikel gegenüber Salzen
aufzuführen (vgl. Abbildung 3.17).
C.3 Lichtstreuung von Sensorhefen nach Inkubation in DCF
Für die Überprüfung der Morphologie bzw. Konstitution der Zellwand von Sensorhefen
nach fünfstündiger Inkubation in DCF wurden Hefen mikroskopisch (Daten nicht gezeigt)
und durchflusszytometrisch (Abbildung C.2) analysiert. Im Mikroskop konnten die einzelnen
Kulturen morphologisch nicht voneinander unterschieden werden. Sowohl Zellgröße als auch
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Form waren im Rahmen natürlicher Schwankungen uniform.
Die durchflusszytometrische Untersuchung von Sensorhefen ergab unabhängig ihrer Inku-
bation in DCF ein vergleichbares Muster der Lichtstreuung (Abbildung C.2). Im Zusam-
menhang mit den mikroskopischen Beobachtungen lässt das auf eine vergleichbare makro-
skopische Konstitution der Zellwand schließen (vgl. auch Abbildung 3.1 und Diskussion in
Abschnitt 3.1).
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Abbildung C.2: Durchflusszytometrie von Hefen nach Inkubation in DCF. 25 000 Sensorzellen
wurden nach fünfstündiger Inkubation in 0 μM, 1 μM, und 10 μM DCF direkt in die Trägermatrix des
Durchflusszytometers (sheath fluid) überführt und deren Streuung im forward scatter (FSC) vermessen.
Aufgetragen ist der Anteil der Zellen in Abhängigkeit ihrer Streuung im FSC.
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lern fetzt), Konsti (Waldschlösschen), besonders bei meinem Pa für die permanente Un-
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